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Microorganisme k activity methionine synthase modifiee et proc6d£ de 

preparation de la methionine 

5 La presente invention se rapporte au domaine de la bioconversion et 

d'obtention d'acides amines par fermentation de microorganismes. Elle se rapporte a 
une m6thode de criblage et devolution dirigee permettant d'identifier une souche de 
microorganisme, eventuellement genetiquement modifiS, poss6dant une enzyme a 
activite «m6thionine synthase » modifiee, ladite souche produisant de l'acide 2- 

10 Amino-4-(alkylmercapto)butyrique, en particulier de la L~m6thionine (acide 2- 
AminO-4-(m6thylmercapto)butyrique). L'invention concerfie 6galement la souche de 
microorganisme, les enzymes amelior6es et k leurs sequences codantes. L'invention 
conceme enfin un procede de pr6paration de la methionine par culture de ladite 
souche de microorganisme. 

15 La DL-Methionine est produite industriellement par synthese chimique. Le| 

methyl-mercaptan reagit avec Facroleine pour produire le p-m6thylj 
thiopropionaldehyde, qui reagit avec l'hydrog6ne cyanide pour produire Pa-hydroxy-| 
y-methyl-thio-butyro-nitrile. Apr&s traitement avec Tammoniac, et une hydrolyse, on 
obtient la methionine. - •■' 

20 Tous les producteurs industriels de la DL-methionine utilisent les memes 

matieres premieres k savoir Tacroleine, le methane thiol (methyl-mercaptan), 
l'hydrogene cyanide et Pammoniac ou rammonium carbonate. Le proced6 de 
synthase du melange rac6mique peut etre conduit en batch ou en continu. 

Un procede industriel combine k la synthese chimique de la biocatalyse par 

25 Tutilisant Tamino acylase, enzyme produite par Aspergillus oryzas pour obtenir 
uniquement la L-m6thionine k partir de la DL-methionine. 

Les brevets US 6,379,934 et EP 1 055 730 se rapportent a la production 
d'acides amines en utilisant une souche de bacteries coryneformes, dans laquelle le 
gene accBC est amplifi6. La methionine est mentionnee, mais seule la pr6paration de 

30 L-lysine est exemplifies 

Toutefois, la synthase d'acides amines soufres culture de microorganisme 
. reste difficile k mettre en oeuvre k des niveaux susceptibles de conduire a une 



exploitation industrielle, notamment du fait de la complexite de leurs voies de 

biosynth£se et de nombreux mecanismes de regulation. 

En effet, Ie metabolisme de la methionine, est fortement reguie, la regulation 

de son metabolisme se faisant a plusieurs niveaux (Weissbach et aL, 1991, Mol, 
5 Microbiol., 5, 1593-1597): 

metabolisme carbone pour la fabrication de la L-serine k partir du glycerate3P, 
de la L-homoserine k partir de Taspartate et de I'acetyl-CoA 
metabolisme du soufre pour la fabrication de la L-cyst6ine k partir de la L- 
serine, de Tac6tyl-CoA et du sulfate du milieu de culture 
10 - synthese de la methionine (Fig. 1) k partir de la L-homoserine, de la cysteine 
et d'ac£tyl-CoA ou succinyl-CoA. 

La demande WO 93/17112 d£crit les differentes enzymes impliquees dans la 
biosynth&se de la methionine a partir de Facide L-aspartique dans divers organismes. 
Cette demande de brevet d£crit egalement Pintroduction dans un microorganisme de 
15 plusieurs genes exogenes agissant vde mantere s£quentielle pour la synthese de la 
methionine, employant du mlethyl-mercaptan ou du sulfure d'hydrog^ne comme 
source de soufre. 

La presente invention se rapporte a des souches de microorganismes en 
20 particulier des bacteries, notamment E. coli et les corynebacteries, produisant de 
Pacide 2-amino-4-(aIkylmercapto)butyrique de formule generate (I) 

R-S-(CH 2 )2-CHNH 2 -COOH (I) 
dans laquelle R represente un radical alkyle lineaire ou ramifie comprenant de 
1 a 18 atomes de carbones, eventuellement substitue par un ou des groupe(s) hydroxy, 
25 ou un radical aryle ou heteroaryle comprenant un ou plusieurs atomes d'azote ou de 
soufre dans le cycle heteroaromatique, seleclionne parmi les groupes phenyle, 
pyridyle, pyrolyle, pyrazolyle, triazolyle, tetrazolylc, thiazolyle, ou thienyle, 

par metabolisme d'une source de carbone simple et d'une source de soufre 
comprenant un compose de formule generale (II) : 
30 R'-SH (II) 

dans laquelle R' represente un alome d'hydrogene ou IL R etant defini 
precedemment, et scs sels physiologiquement acceptables, 
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les dites souches pr6sentant au moins une un g&ne codant pour une enzyme a 
activit6 « methionine synthase » modifiee. 

Par enzyme k activite « methionine synthase » modifi6e, on entend selon 
Tinvention toute enzyme impliqu6e dans la biosynth£se des acides 2~amino-4- 
5 (alkylmercapto)butyriques de formule generate (I) par conversion d'un substrat derive 
de formule g6n6rale (HI) 

R ,, -0-(CH 2 )2-CHNH 2 -COOH (III) 
dans laquelle R" represente un radical acyle de preference choisi parmi le 
radical succinyle ou le radical acetyle, 
1 0 soit par conversion directe du substrat en acide de formule g6n6rale (I), 

soit par conversion du substrat en homocysteine de formule g6n6rale (IV) 

HS-(CH 2 )2-CHNH 2 -COOH (TV) 
laquelle est ensuite transformee en acide de formule generale (I) par une 
enzyme appropriee. >' 
15 Les enzymes k activite «m6thionine synthase » modifiee sont des enzymes ;f 

modifiees par rapport aux enzymes natives pour leur permettre de realiser de maniere > 
pref6rentielle la conversion directe du substrat de formule generale (HI) en acide de 
formule g&ierale (I) ou en homocysteine de formule generale (TV) au lieu de la 
reaction catalysee par Penzyme native. Cette modification, appelee encore mutation, 
20 consiste essentiellement en ce que Tenzyme modifiee ait une plus grande affinit6 pour 
le compos6 soufi:6 de formule gen6rale (II) que pour son co-substrat naturel. * 

Par source de carbone simple, selon la pr6sente invention, on entend des 
sources de carbone utilisables par Fhomme du m6tier pour la croissance normale d*un 
microorganisme, d'xme bact6rie en particulier. On entend designer notamment les 
25 differents sucres assimilables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, le lactose ou 
les m61asses, ou les sous-produits de ces sucres. Une source de carbone simple tout 
particulierement preferee est le glucose. Une autre source de carbone simple preferee 
est le saccharose. 

Par sel physio togiquement acceptable, on entend selon Tinvention les sels du 
30 compose de formule generate (I) qui n'affectent pas le metabolisme et la capacite de 
croissance de la souche de microorganisme selon rinvention, notamment les sels de 
m6taux alcalins comme le sodium. 
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Selon un mode preferentiel de realisation de 1* invention, R represente un 
radical alkyle lineaire ou ramifie comprenant de 1 a 4 atomes de carbone, en 
particulier cboisi parmi les radicaux methyle, ethyle, n-propyle, i-propyle ? n-butyle, i- 
butyie ou t-butyle. De manidre plus preferentielle, R represente le radical m&hyle, 

L'acide 2-amino-4-(allcylmercapto)butyrique de formule gen6rale (I) obtenu 
est de pr6f6rence la L-methionine. 

^utilisation d'une source de carbone simple et d'un compost soufre de 
formule (II) pour la production d'acide de formule (I) par byconversion pr6sente a 
priori plusieurs avantages, notamment : 

la synthase de l'acide (I), comme la methionine, en une ou deux Stapes a 
partie a partir d'O-acyl-L-homosferine, devient independante de la synthese de 
la cysteine voire 6galement du cycle du tetrahydrofolate ; 
les composes soufres de formule (II), comme le m6thyl-mercaptan, qui sont 
des matieres premieres g6neralement toxiques issues de la petrochimie, 
peuvent etre valoris6s dans la synthase d'acides amines k haute valeur ajoutee. 
L'invention est bas6e sur le fait que Ton peut obtenir, de fa9on dirig6e, une 
modification de l'activite « methionine-synthase » de la cystationine-y-synthase (EC 
4.2.99.9 ; GenBank AAN83320, ou AAA24167) en presence de methyl-inercaptan. 
Cette enzyme de la voie de biosynthese de methionine, cod6e par le g&ne metB chez 
E. coli (Fig. 2) et C. glutamicum, presente une activite pour un large spectre de 
substrats (Flavin, M. ; Slaughter, C. (1967) Enzymatic synthesis of homoserine or 
methionine directly from O-succinyl-homoserine.Biochim. Biophys. Acta 132: 400- 
405). 

L'invention est aussi bas6e sur le fait que l'on peut obtenir, de fa$on dirig6e, 
une modification de Tactivit6 « methionine-synthase » de rO-acetyl-L-homoserine 
sulfhydrolase (ou 0-ac6lyl-L-homoserine sulfhydrylase, C 4.2.99.10) en presence de 
methylmercaptan. Cette enzyme de la voie de biosynthese de methionine, codee par le 
gene nwtY chvz C. ghiiamieum (Genbanl; AF220150), prescnle une activite pour un 
large spectre dc substrats (Smith UC Thompson JF. (1969) Utilization of S- 
methylcystcine and methylmercaptan by methionineless mutants of Neurospora and 
the pathway of their conversion to methionine. II. Enzyme studies. Biochim Biophys 
Acta 184(1): 130-8). 
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L'invention concerne done egalement un procede de preparation des souches 
selon Tinvention et' leur utilisation dans un procede de preparation d'un acide 2- 
amino-4-(alkylmercapto)butyrique de formule g6nerale (I), de pr6f6rence de la L- 
5 methionine. - 

Le procede de preparation de souches selon Tinvention consiste k obtenir, k 
partir d'une souche bacterienne initiale, une souche bacterienne genetiquement 
modifi6e presentant au moins une modification dans un gbne codant pour une enzyme 

10 k activite « methionine synthase », ledit proc6d6 comprenant une etape consistant a 
soumettre ladite souche bacterienne initiale k une pression de selection en presence du 
compos6 de formule (II) d6fini ci-dessus, afin de diriger une evolution dudit gene 
codant pour ladite enzyme a activite « methionine synthase » dans ladite souche 
bacterienne, vers un gfcne codant pour une enzyme k activite «methionine synthase >> 

15 modifiee par rapport k ladite souche bacterienne initiale. t 
Une activite « methionine synthase » est ameiioree dans la souche (A) dd, 
microorganisme par rapport k la souche (I) . initiale lorsque la production de 
methionine dans les memes conditions de culture (dans un milieu contenant uno 
quantite efficace de derive soufre de formule (II)) est superieure pour la souche (A) 

20 que pour la souche (I). Cette amelioration est preferentiellement observ6e par etude 
de la quantity de methionine produite. Dans certains cas, on peut observer cette 
amelioration par T augmentation du taux de croissance de la bacterie (A) par rapport 
au taux de croissance de la bacterie (I), dans un milieu minimum ne contenant pas de 
methionine. 

25 La presente invention concerne egalement les souches a activit6 « methionine 

synthase » amelioree susceptibles d'etre obtenues par le precede de selection selon 
Tinvention et comprenant au moins un g&ne codant pour une enzyme k activity 
« methionine synthase » modifiee telle que definie prec6demment et ci-apres. 

30 Selon un premier mode de realisation de Tinvention, Tenzyme a activite 

« methionine synthase » modifiee permet la conversion directe du substrat de formule 
generate (III) en acide de formule generate (I). Dans ce cas, la source de soufre est un 
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compose de formule generate (II) pour laquelle R* represente le radical R definit 
precedemment. 

L' enzyme a activity « methionine synthase » modifiee est choisie parmi les 
cystathionine-y-synthases et les acylhomoserine sulfhydrylases. 
5 Selon un deuxieme mode de realisation de Finvention, l'enzyme a activite 

« methionine synthase » modifiee permet la conversion du substrat de formule 
generate (III) en homocysteine de formule generale (TV) 

HS<C3a 2 ) 2 -CHNH 2 -COOfi' (IV) 
laquelle est ensuite transform6e en acide de formule generate (I) par une 
10 enzyme appropriee. Dans ce cas, la source de source de soufre est un compose de 
formute generate (II) pour laquelle R' represente un atome d'hydrogene, 
preferentiellement du sulfure d'hydrogene. La source de soufre H2S peut-etre 
introduite dans le milieu de culture ou bien etre produite par la bacterie a partir d*une 
source de soufre simple, par exemples un sulfate. 
15 L'enzyme a activite « methionine synthase » modifiee est avantageusemeni 

choisie parmi les cystathionine-y-synthases et les acylhomoserine sulfhydrylases. 

L'homme du metier saura selectionner d'autres enzymes a activity 
« methionine synthase » modifi6e en fonction de leur capaciten a 6voluer pour 
effectuer la reaction enzymatique « methionine synthase » modifiee telle que definie 
20 precedemment. On citera notamment les cysteines synthases A et B, codees par les 
genes cysK et cysM chez les bacteries. 

Pour les cystathionine-y-synthases modifiees definies precedemment et ci- 
dessous, le substrat est avantageusement la O-acetyl-L-homoserine ou la O-succinyl- 
L-homoserine 5 de preference la O-succinyl-L-homoserine. 
25 Pour les acylhomoserine sulfhydrylases modifiees definies precedemment et 

ci-dessous, le substrat est avantageusement la O-succinyl-L-homoserine ou la O- 
acetyl-L-homoserine, de preference la O-acetyl-L-homoserine. 

Pour ces deux enzymes, la modification consiste essentiellement en une 
mutation de manicre a ce que la transformation du substrat de formule generate (III) 
30 se fasse do manierc prefcrentielle avec le compose de formule generale (II) plutot 
qu'avec la L-cyst6ine. 

La mutation des enzymes peut etre obtenuc par la mise en ceuvre du precede 
de preparation de souches k activite « methionine synthase » ameiioree selon 
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Tinvention par culture sous pression de selection en presence du compos6 de formule 
generate (II). 

Dans ce cas, le gene comprenant la sequence codant pour la cystathionine-y- 
synthase ou i'acylhomos&ine sulfhydrylase est 
5 o soit un g6ne natif, present dans leg&iome de la souche initiale (I) oil il est 
exprim6 pour permettre la traduction de Penzyme correspondante, 
e> soit une un gene heterologue comprenant une s6quence codant pour une 
cystathionine-y-synthase ou une acylhomos6rine sulfhydrylase, sous le contrSle 
d'616ments de regulation permettant son expression et sa traduction dans la 
10 ' souche initiale (I) oil il aura ete introduit 

La mutation peut egalement Stre obtenue par mutagen&se dirigee, 
© soit directement sur le g6ne natif present naturellement dans la souche initiale (I), 

notamment par recombinaisori homologue, 
o. soit par des techniques usuelles de mutagenfcse dirigee sur des sequences codant 
15 pour une cystathionine-y-synthase ou une acylhomQserine sulfhydrylase, 

introduite ensuite dans la souche initiale (I) sous le contrSle d' elements de 

regulation permettant son expression et sa traduction dans ladite souche initiale (I) 

» 

oil il aura ete introduit. 

20 De tels elements de r6gulation sont bieri connus de rhomme du metier, et 

comprennent des sequences de regulation promotrice, ou promoteurs, en particulier 
des promoteurs dits promoteurs forts constitutifs chez les microorganismes. De 
preference, le promoteur fort constitutif est choisi parmi pTAC-O (SEQ ID N° 1), 
pLAC-O (SEQ ID N° 2), pTRC-O (SEQ ID N° 3), pTHLA (SEQ ID N° 4), 

25 promoteurs forts pour lesquels Foperateur lac a 6t6 d616te pour les rendre constitutifs. 

De mantere avantageuse, les cystathionine-y-synthases «initiales» ou a 
activity « methionine synthase » non modifiee sont selectionnees parmi les 
cystathionine-y-synthases correspondent au PFAM reference PF01053 et au COG 
30 reference CPG0626. 

Les PFAM (Protein families database of alignments and Hidden Markov 
Models ; lntp://www.sanger.ac.uk/Software/Pfain/) represented une large collection 
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d^alignements de sequences proteiques. Chaque PFAM permet de visualiser des 
alignements multiples, de voir des domaines proteiques, d'evaluer la repartition entre 
les organismes, d'avoir acces a d'axrtres bases de donnees, de visualiser des structures 
connues de proteines. 

Les COGs (Clusters of Orthologous Groups of proteins; 
http://www>ncbi.nlm>nih.gov/CQGA sont obtenus en comparant les sdquences 
proteiques issus de 43 genomes complement s6quenc6s repr6sentant 30 lign6es 
phylog6n<§tiques majeurs. Chaque COG est d6fini k partir d'au moins trois lign6es ce 
qui permet ainsi d'identifier des domaines conserves anciens. 

De maniere preferentielle, la cystathionine-y-synthase est la cystathionine-y- 
synthase de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO : 6, et les sequences 
homologies de cette s6quence pr6sentant une activit6 cystathionine-y-synthase et 
comprenant au moins 80% d'homologie, prSferentiellement 90% d'homologie, plus 
pref&rentiellement 95% d'homologie avec la sequence decides amines de la SEQ ID 
NO 6. 

Les moyens d' identification des sequences homologues et de leur 
pourcentages d'homologie sont bien connus de Thomme du metier, comprenant 
notamment le programme BLAST, et notamment les programme BLASTP, qui peut 
etre utilise a partir du site http://www.ncbi,nlm.nih.gov/BLAST/ avec les parametres 
indiques par defaut sur ce site. 

Selon un mode pr&ferentiel de realisation de Pinvention, la cystathionine-y- 
synthase initiate, avant modification, comprend une sequence d'acide amines ci- 
dessous dans sa partie C-terminaie (zone conservee 1) 

X1^X2-X3-L-G-X4-X5~X6-X7-X8-X9 

dans laquelle 

XI represente A,G ? S, de preference A 
X2 represente E,V,P,T, dc preference E 
X3 represente S ? 1\N, de preference S 
X4 represente G,D.A,H,T, de preference G 
X5 repr6sente V,A,T,H»N, de preference V 
X6 represente E,R,K,F> de preference E 
X7 represente S/I\ de preference S 
X8 represente L,I,V,A, de preference L et 
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X9 represente I, V, A,T, de preference L 

De mani&re pr6ferentielle, la cystathionine-y-synthase k activite « methionine 
synthase » modifi6e, selon Finvention comprend la sequence decides amines 
suivante dans sa partie C-terminale : 
5 A-E-S-VG-G-V-E-S 

De mani&re avantageuse, la cystathionine y-synthase initiate, avant 
modification, comprend 6galement au moins une sequence d'acide amines ci-dessous 
dans sa partie N-terminale (zone conservee 2) : 

X10-X1 1-Y-X12-R-X13-X14-X15-X16-X17-X18 

10 danslaquelle 

XI 0 repr6sente H,Y,F,L,K, de preference A 

XI 1 repr6sente E,D,K,R,V,I, de preference Y 

X12 repr&ente S,A,T,P,G, de preference S 

X13 represente I,S,T,R,E,F,W,D, de preference S 
15 . X14repr6senteS,G,A,I,E,NJfC,P, de preference G 

XI 5 represente NjH^S, de preference N 

X16 repr6sente P,D,L, de preference P 
. XI 7 represente T,M,N,G,S, de preference T et 

XI 8 represente R,L, V,S, W,E> de preference R. 
20 Les acides amines XI a X9 correspondent aux r6sidus 324 k 334 de la 

sequence de cystathionine y-synthase de E. coli K12, represente sur la SEQ ID NO 6. 

Les acides amin6s XI 0 a XI 8 correspondent aux residus 44 a 54 de la 
sequence de cystathionine y-synthase de E. coli K12, represente sur la SEQ ID NO 6. 

25 Les positions des acides amines employees ci-dessus et ci-apres sont 

entendues comme etant des positions relatives faites par reference a la sequence de 
cystathionine-y-synthase de E. coli K12. L'homme du metier saura bien entendu 
retrouver les acides amines correspondants sur d'autres sequences de cystathionine-y- 
synthases, par Temploi d'outiis usuels d'alignement de sequences. On citera 

30 notamment le programme BLAST, qui peut etre utilis6 k partir du site 
http://wvvw.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ avec les paramfetres indiques par defaut sur ce 
site. L'alignement de sequence pourra etre effectue tant au niveau de laproteine (SEQ 
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ID NO 6) que de sa sequence codante, comme par exemple la sequence codante 
representee sur la SEQ ID NO 5. 

On peut aussi avantageusement utiliser la recherche avanc6e de BlastP en 
affmant la recherche avec un motif (PHI-BLAST)- Dans ce cas on pourra prendre le 
motif [AGS]-[EWTHSTN]-L-G-^ 

[IV AT] pour une premiere zone conservee et le motif x(2)-Y-[SATPG]-R-x(2)- 
pWQS]-[PDL]--[T , MNGS]--[ RLVSWE] pour une deuxteme zone conservee oii les 
lettres indiqu6es en gras correspondent aux acides amines majoritairement present & 
cette position dans la sequence, et ob x correspond h n'importe quel acide aminS. Le 
chiflre 2 entre parenthfcse signifie qu'il y a deux acides amines ind^termines. 

Pour Falignement des sequences, on peut utiliser les programmes 
CLUSTALW fhttp://www,ebi.ac.uk/clustalwA ou MULTALIN 

( (http://prodes>toulouseJnra.fr/multaUn/cd-bin/multalin.plX avec les parametres 
indiques par defaut sur ces sites. 

Un tel alignement de sequences est represent^ sur la figure 5 pour une 
selection de differentes cystathionine-y-synthases. 

Elles sont de preference choisies parmi les cystathionine-y-synthase (CGS) 
suivantes : 

Q9ZMW7 O-succinylhomoserine (Thiol)-lyase, Helicobacter pylori 
P46807 O-succinylhomoserine (Thiol)-lyase, Mycobacterium leprae 
AA029646 Xylella fastidiosa Temeculal 

NP_638204 Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC 33913 
NPJ358970 Streptococcus pneumoniae R6 

NP_1 26586 O-succinylhomoserine (ThiolHyase, Pyrococcus abyssi 

NPJ37367 1 Staphy! ococcus aureus subsp. aureus N3 1 5 

NP_418374 [Escherichia coliKl 2 

NP_601979 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 

NP_343729 O-succinylhomoserine (thiol)-Jyase ? Sulfolobus solfataricus 

NPJ786043 O-succinylhomoserine (thiol)-lyase, Lactobacillus plantarum WCFS1 

NPJ719586 Shewanella oneidensis MR-1 

CAD30944 Streptomyces coelicolor A3(2) 

NPJ596324 Bifidobacterium longum NCC2705 

NP_457953 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi 
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NPJ539021 Brucella melitensis 

EAA301 99 O-succinylhomoserine (Thiol)-lyase, Neurospora crassa 
BAC61028 Vibrio parahaemolyticus. 

De preference, la cystattoonine-y-synthase modifiee telle que d6finie 
pr6c6demment, comprend au moins une mutation dans sa partie C-terminale, et/ou au 
moins une mutation dans sa partie N-tenninale. 

Par mutation, on entend selon rinvention la substitution d'un acide amine de 
la sequence native par un acide amine different 

De preference, la mutation consiste a remplacer un acide amine acide, lequel 
interagit avec le co-substrat cysteine pour Fenzyme non modifiee, par un acide amine 
apolaire, s61ectionne parmi les residus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, 
phenylalanine ou methionine, 

Ces acides amines peuvent etre identifies par reference k la structure, 
cristalline de la cystathionirie-y-synthases de E. coli, decrite par Clausen & al.£ 
(EMBOJ, Vol. 17, No. 23, pp 6827-6838, 1998), : 

De manidre avantageuse, la mutation dans la partie C-terminale est introduite * : 
parmi les acides amines acides de la « zone conservee 1 » telle que definie ci-dessus, 
en particulier au niveau du residu X2. 

La cystathionine-y-synthase k activite « methionine synthase » modifiee selon 
rinvention comprend avantageusement la sequence d' acides amines suivante dans sa 
partie C-terminale : 

X1-X2-X3-L-G-X4-X5-X6-X7-X8-X9 

. dans laquelle 

Xi; X3, X4, X5, X6, X7, X8 et X9 sont definis ci-dessus, et 
X2 represents G, A,L,I,V,F,M, de preference A. 

De maniere avantageuse, la mutation dans la partie N-terminale est introduite 
parmi les acides amines acides de la « zone conservee 2 » telle que definie ci-dessus, 
en particulier au niveau du residu XI 1 et/ou R48 et/ou XI 3. 

De maniere pr6ferentielle, la cystathionine-y-synthase a activite « methionine 
synthase » modifiee, selon rinvention comprend la sequence d'acides amines 
suivante dans sa partie C-terminale : 

A-A-S-L-G-G-V-E-S 
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La cystathionine-y-synthase k activite « methionine synthase » modifiee selon 
r inventi on peut comprendre avantageusement la sequence d'acide amines suivante 
dans sa partie N-terrainale : 

X10-X11-Y-X12-X19-X13-X14-X15-X16-X17-X18 

dans laquelle 

X7, X9, X12, X14, X15, X16, X17 et X18 sont definis ci-dessus, 
XI 1 est d6fini ci-dessus ou represente un acide amin6 apolaire, 
XI 3 est defini ci-dessus ou represente un acide amine apolaire, 
XI 9 est defini ci-dessus ou represente un acide amine apolaire, et 
Tun au moins de XI 1, X13 et XI 9 represente un acide amin6 apolaire tel que 
defini precedemment. 

Selon un mode preferential de realisation de Finvention, la cystathionine-?- 
synthase a activite « methionine synthase » modifiee est une cystathionine-y-synthase 
telle que definie precedemment, modifiee pour permettre la conversion directe de la 
O-succinyl-I^homoserine en L-methionine avec le m£thyl-mercaptan comme source 
de soufre (compose de formule generate (II) dans lasquelle R represente le methyle). 

Selon un mode de realisation preferentiel de Finvention, la cystathionine-y- 
synthase a activite « methionine synthase » modifiee comprend la sequence d'acides 
amines representee sur la SEQ ID NO 8. Une sequence d'ADN codant pour cette 
enzyme modifiee est representee sur la SEQ ED NO 7. 

La presente invention concerne egalement les cystathionine-y-synthases 
modifiees telles que definies ci-dessus ainsi que les sequences d'acide nucieique 
codant pour ces cystathionine-y-synthases modifiees, notamment les sequences 
isoiees, en particulier les sequences d'ADN et notamment la sequence representee sur 
la SEQ ID NO 7, les vecteur de clonage et/ou d'expression comprenant les dites 
sequences, en particulier les vecteurs comprenant lesdites sequences d'acide 
nucieique sons le controle d'ei6ments de regulation necessaires a F expression et la 
transcription dc la cystalhionine-y-synthase modifiee dans un organisme hote et let; 
organismes hotes transformes avec lesdits vecteurs. 
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De mani&re avantageuse, les acyihomos6rine sulfhydrylases « initiates » ou k 
activite « methionine synthase » non modifiee sont chosies parmi les acylhomos6rine 
sulfhydrylases correspondant au PFAM ref&rence PF01053 et au COG r6ference 
COG2873. 

Elles sont de preference choisies parmi les acylhomoserine sulfhydrylases 
suivantes : 

NPJ785969 O-acetylhomoserine (thiol)-lyase, Lactobacillus plantarum WCFS1 
AAN68 137 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas putida KT2440 
NP_599886 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Corynebacterium glutamicum ATCC 
13032 

NPJ7 12243 acetylhomoserine sulfhydrylase, Leptospira interrogans serovar lai str. 
56601 

BAC46370 O-succinylhqmoserine sulfhydrylase, Bradyrhizobium japonicum . 
USDA110 

AA057279 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas syringae pv. tomato 
str.DC3000 

NP_284520 O-succinylhomoserine sulfhydrolase [Neisseria meningitidis Z2491 
AAA83435 O-succinylhomoserine sulfhydrylase (P. aeruginosa) 

Selon un mode preferentiel de realisation de Finvention, la souche a activite 
« methionine synthase » amelioree comprend une inactivation d'au moins tin gene 
endogene impliqu6 dans la voie.de biosynthese habituelle de la methionine. 

Ceci permet de selectionner les souches qui ont d6veloppe le metabolisme 
altematif selort Tinvention pour la production de methionine. II est k noter que Ton 
obtient albrs des souches auxotrophes pour la methionine (e.g. metE), qui survivent 
en raison de leur possibilite k produire cet acide amin6 par une voie alternative. II 
peut etre nScessaire, dans le test de criblage selon Tinvention, que de la methionine 
soit pr6sente initialement dans le miheu de culture afin de permettre une premiere 
croissance des microorganismes. 

Dans un mode de realisation pr6f6r6, la souche bacterienne comprend une 
inactivation d'au moins un gene endogfene choisi parmi metB, metl, meiC, metE, 
metH. 
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Une mutation du gene met5 a ete proposee dans JP 2000 15 7267- A/3, pour 
produire unc quantite superieure de methionine (voir aussi GenBank E35587). Ce 
gene code pour une proteine de repression des genes met B, E, L, J et R (chez 
Salmonella typhimuriuni). Son inactivation ou sa modification permet de diminuer Ie 
r6trocontr61e par la methionine. 

Le gene metC (GenBank M12858), code la cystathionines-lyase (EC 
4.4. 1.8), les genes metE (GenBank AE000458) et mem (GenBanlc J04975) codent la 
methionine synthase (EC 2 J. 1.1 3). La methionine est tin acide amine essentiel k la 
vie cellulaire. L'inactivation d'un ou plusieurs de ces genes revient a supprimer la 
voie habituelle de biosynthese de la methionine. 

En utilisant les references donnees sur GenBanlc pour ces genes qui sont bien 
connus, Fhomme du metier est capable de determiner les genes equivalents dans 
d'autres souches bacteriennes qu'£. coli. Ce travail de routine est avantageusement 
effectu6 en utilisant les sequences consensus pouvant etre determinees du fait de la 
synthese de ces genes pour d'autres microorganismes, et en dessinant des sondes 
degenerees permettant de doner le gene coxrespondant dans un autre organisme. Ces 
techniques de routine de biologie moieculaire sont bien connues dans Tart et sont 
decrites par exemple dans Sambrook et al. (1989 Molecular cloning: a laboratory 
manual. 2 nd Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.). 

La souche a activite « methionine synthase » modifiee selon I 'invention 
comprenant une enzyme h activite « methionine synthase » modifiee definie ci-dessus 
comprend de preference au moins une inactivation du g£ne metE et/ou metH, et/ou du 
gfene metC, et/ou du gene met B. 

Lorsque r enzyme k activite « methionine synthase » modifiee definie ci- 
dessus permet d'effectuer la conversion directe du substrat de formule generate (HI) 
en acide de fonnule generate (1), la souche selon 1'invention comprend 
avantageusement au mois une inactivation du gene metE et/ou metH ct/ou metB, de 
preference au moins une inactivation du g&ne metE. 

Lorsque 1* enzyme a activite methionine synthase » modifiee definie ci- 
dessus permet d'effectuer la conversion du substrat de formule generale (III) en 
homocysteine de formule generale (IV) 

HS-(CH 2 ) 2 -CHNH 2 -COOH (IV) 
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laquelle est ensuite transformee en acide de formule g6nerale (I) par une 
enzyme appropri6e, la souche selon 1'invention comprend au moins une inactivation 
du g6ne metC et/ou metB. Elle peut egalement coraprendre une inactivation du g£ne 
metE et/ou metH endogene. Dans ce cas, Tactivite methylase associee aux genes 
raetE et/ou metH est restauree par V introduction d'un gene codant pour une enzyme 
ayant la m§me activit6. Cette enzyme peut avoir et6 selectionnee et/ou modifiee pour 
permettre vme amelioration des rendements de synthase des acides amines de formule 
g6n6rale (I). 

Dans un mode de realisation, ladite souche bact6rienne peut comprendre 
egalement une modification de Tactivite homoserine 0-acyltransf6rase porte par le 
gene met A afin de lui conferer au choix une activit6 homoserine O- 
succinyltransferase (EC 2.3.1.46) ou homoserine O-ac&yltransferase (EC 23.1.11). 

Dans un mode particulierj on pourra remplacer ou modifier le g&ne met A de 
E. coli 9 codant Tenzyme poss6dant Tactivit6 homoserine O-succinyltransferase 
(Genbank AAN83396), afin d'obtenir une activit6 homos6rine 0-ac6tyItransterase. II 
est connu de I'homme du m6tier que cette activity est cod6e par le gbno metA de Q 
glutamicum (Genbank AF052652), Les protocoles penriettant de remplacer le gfene 
metA de E. coli par le gene metA de G glutamicum, ou de modifier la sequence de 
metA de E. coli afin d'obtenir une activite homoserine O-acetyltransferase au lieu 
d'une activite homoserine O-succinyltransferase sont connus de rhomme du metier. 

De mantere similaire on peut remplacer ou modifier le gfcne metA de C. 
glutamicum, codant une activite homoserine O-acetyltransferase, afin d'obtenir une 
activite homoserine O-succinyltransferase. 

Toutes les modifications mentionnees ci-dessus peuvent etre effectuees 
directement sur la souche objet de la pression de selection, lorsque le precede selon 
Tinvention est mis en oeuvre. Alternativement, il est preferable de mettre en ceuvrc le 
precede de criblage scion Tinvention sur une souche ne pr6sentant qu'un nombre 
restreint de modifications, d'obtenir une souche pr6sentant une activite « methionine 
synthase » en presence du compost de formule (II), en particulier de methyl- 
mercaptan, et d'effeotuer alors d'autres modifications telles que mentionnees, afin 
d'augmenter le 'bypass' de la voie classique de synthese de la methionine. 
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L'homme du metier connatt les protocoles permettant de modifier le caractere 
genetique de microorganismes. La surexpression d'un gene peut etre effectuSe par 
changement du promoteur de ce gdne in situ, par un promoteur fort ou inductible. De 
fa9on alternative, on introduit, dans la cellule, un plasmide r6plicatif (simple ou 
5 multicopies) dans lequel le g6ne que Ton dSsire surexprimer est sous le controle du 
promoteur adequat. 

LMnactivation d'un gene se fait preferentiellement par recombinaison 
homologue. Le principe d'un protocole en est rappete brfevement : on introduit dans 
la cellule un fragment lin&ure, obtenu in vitro, comprenant les deux rdgions flanquant 

10 le gfene, et au moins un gene de selection entre ces deux regions (g£n6ralement un 
g&ne de resistance k un antibiotique), ledit fragment lineaire presentant done un gene 
inactive. On s61ectionne les cellules ayant subi un ev6nement de recombinaison et 
ayant integr6 le fragment introduit par Statement sur milieu selectif. On selectionne 
ensuite les cellules ayant subi un Svenement de double recombinaison, dans 

15 lesquelles le g6ne natif a et6 remplace par le gene inactiv6. Ce protocole peut etre 
amelior6 en utilisant des syst&nes de selections positive et negative, afin d'acc£16rer 
la detection des ev6nements de double recombinaison. 

Dans un mode de realisation pref&re, ladite souche bacterienne est une souche 
d'E. colL 

20 Dans un autre mode de realisation, ladite souche bacterienne est une souche 

de Coiynebacterhtm, en particulier G glutamicum, 

Selon un mode preferentiel de realisation de Tinvention, la souche bacterienne 

est la souche E. coli K183, deposee k la CNCM le 2 avril 2003 sous le num6ro I- 

3005.Cette souche comprend un gene exprimant une cystathionine-y-synthase 
25 modifiee, r enzyme comprenant la mutation E325A, decrite precedemment et une 

inactivation du gene metE. 

Les souches de microorganismes selon Y invention possddent une enzyme 
cystathionine-y-syntliase et/ou racylhomoseiinc sulfhydrylase ; elles sonl de 
30 preference selectionnces et am&iorees par un proc6de de criblage et d' evolution, qui 
est aussi un objet de Pinvention. Les souches selon Tinvention peuvent egalement 
etre g6netiquement modifies (c'est-&-dire presenter une inactivation, une mutation 
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et/ou la suractivation d'au moins un gene endogene), la modification etant effectuee 
prealablement ou non a la mise en oeuvre du procede de criblage. 

Afin d'accelerer la selection et revolution dirigee des souches pour la 
production de methionine en presence de compose de formule (II), en particulier de' 
5 methyl-mercaptan, on peut effectuer les operations ci-dessous. Le procede est d6crit 
pour le methyl-mercaptan. Toutefois, l'homme &a m6tier saura 1' adapter avec tout 
autre compose de formule (II), en particulier TH2S. 

a. Coupler la biosvnthfese de la molecule dMnteret a la croissance du 
microorganisme de telle sorte que la production de cette molecule est n6cessaire pour 
10 une bonne croissance du microorganisme 

Pour cette raison on peut faire le choix de detruire le gene metB codant la 
methionine-synthase qui produit la methionine k partir d'homocysteine. Ce faisant la 
souche devient auxotrophe pour la methionine. 

Le microorganisme, pour vivre en milieu minimum contenant une source de y 
1 5 carbone simple et du methylmercaptan ou methylmercaptide de sodium, doit done £ 
optimiser la voie de synthase de la L-m6thionine a partir de 1' O-acyl-L-homoserine et $ 
du methylmercaptan ou methylmercaptide de sodium. Une modelisation informatique 
montre que dans ces conditions il est possible de doubler les rendements theoriques v 
en methionine (Tableau 1). , 
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Rendements 
biomasse 
Yx/sfe-g 1 ) 


Rendements 
methionine" 
Yp/sfe-g 1 ) 


Rendements 
methionine b 
Yp/sCg-g 1 ) 


0 


0,36 


0,74 


0,11 


0,30 


0,62 


0,28 


0,21 


0,42 


0,44 


0,12 


0,24 


0,61 


0 


0 



produit/g de glucose) par E. coli dans le cas d'une fermentation sur glucose (a) et 
d'une fermentation sur glucose et m6thyl-mercaptan (b) avec un rendement en 
biomasse constant (cultures continues). 

Cependant, lorsque Ton souhaite produire un acide 2-amino-4- 
25 (alkylmercapto)butyrique different de la L-m&hionine, il est n6cessaire de 
suppldmenter le milieu en methionine pour permettre la croissance du 
microorganisme. 



18 



b^BBrimer leg re galatijms, notammmt leg rfrro-inhthitions soil au niveau 
desensymeg soil au piye „■ des rfn~ ^ MM h voje ^hio.svnthese prindBalesoit 
notentialisee 

On pent ainsi supprimer le gene m*J codant une proteine represseur. Par 
ailleurs, il a «6 montre que rhomoserine trans-succinylase, cod6e par le gene m*A, 
ftait retro-inhibee par la methionine et la S-ad6nosylmethionine (Taylor et al., 1966, 
J Biol Chem., 241 : 3641-3642). II est done souhaitable de remplacer cette enzyme 
par une enzyme insensible a la retro-inhibition (Chater et al, 1970, J. Gen. Microbiol. 
63: 121-131). 

Un autre objet de l'invention est un test de criblage-identification permettant 
d'obtenir un mioroorganisme produisant de 1'acide 2-amino-4- 
(allcylmercapto)butyrique, notamment la ^methionine, en metabolisant un compose 
soufre de formule generate (ID, en particuher un alkyi-mercaptan ou l'H2S, 
5 notamment lemethyl-mercaptan. 

Ainsi, la presente invention permet d'identifier des souches pr6sentant des 
mutations dans leur g6nome, lesdites mutations permettant 1'assimilation du compose 
de formule (II) par ladite souche, et la production dudit acide amine de formule (I). 
Lesdites modifications induisent done une modification/augmentation de racuvite 
« methionine synthase » de ladite souche. On pent alors acc61erer la production de la 
souche produisant de la methionine de facon autonome a partir d'une source de 
carbone simple et de compose de formule (II) . 

Un autre objet de l'invention est done un proced6 de criblage d'une souche 
bacterienne initiale, eventuellement genetiquement modifiee, possedant un gene 
5 codant pour une enzyme cystathionine-y-synthase ou acylhomoserine sulfhydrylase, 
en vue d'obtenir une souche bacterienne gen6tiquement modifiee produisant un acide 
amine dc formule (I), en particulier de la Methionine, et presents une 
modification dans 1c gene de ladite enzyme, induisant une modification de I'activ.te 
« methionine synthase » en presence d'un compose soufre dc formule (II), prescntant 
,0 V etape constant a soumettre ladite souche bacterienne. a une pression de selection en 
presence du compose dc formule (II), afin de diriger une evolution du gene codant 
pour ladite enzyme cyslathionine-y-synthase ou acylhomoserine sulfhydrylase, dans 
ladite souche bacterienne, ladite evolution constant en une mutation pour leur 
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permettre de r6aliser de maniere pref6rentielle la conversion directe du substrat de 
formule generate (JIT) en acide amine de formule generate (I) ou en homocysteine de 
formule g6n6rale (IV). 

Ladite souche bact6rienne initiate pr6sente 6ventuellement une inactivation 
5 et/ou une suractivation, notamment par insertion d'un promoteur fort constitutif, d'au 
moms un g£ne endog&ne* . ; 

L > invention se rapporte 6galement k une souche bact6rienne pr6sentant une 
modification dans le gene de 1' enzyme cystathionine-y-synthase et/ou dans le gene de 

10 Tenzyme acylhomos6rine sulfhydrylase, induisant une augmentation de T activity 
« methionine synthase » de ladite de ladite enzyme en presence du compose de 
formule (H), en particulier de m6thyl-mercaptan. Une telle souche peut 6galement 
presenter au moins une autre modification gen6tique, (inactivation, mutation ou 
surexpression d'un gene endogene), telle que mentionnee ci-dessus. 

15 La souche selon Tinvention est de pref6rence susceptible d'Stre obtenue par - 

un proc6d6 selon Tinvention, et en particulier est obtenue par le proc&te selonA 
Tinvention. \ 

L' invention se rapporte egalement k un proced6 de preparation d'un acide 2r 
20 amino-4(alkylmercapto)butyrique de foimule (1) d^finie ci-dessus, dans lequel on 
cultive un microorganisme k activite « methionine synthase » modifiee telle que 
defini pr6cedemment, en presence d'un compose soufr6 de formule generate (II) dans 
un milieu approprie, ledit milieu approprie comprenant une source de carbone simple 
telle que definie precedemment De preference, ledit acide amine de formule (I) est la 
25 methionine, plus pref6rentiellement L-methionine, et ledit compose soufre de formule 
(II) est le methyl-mercaptan ou TEES. 

Selon Tinvention, les termes « culture » et « fermentation » sont employes 
indifferemment pour d6signer la croissance de la bacterie sur un milieu de culture 
approprie comprenant une source de carbone simple. 
30 La definition des conditions de culture des microorganismes selon Tinvention 

(fermentation) est a la port6e de Thomme du m6tier. On fermente notamment les 
bacteries k une temperature comprise entre 20°C et 55°C, de pr£f6rence entre 25°C et 
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40°C, plus particulierement d'environ 30°C pour C. glutamicum et d'environ 37°C 
pour E. coli. 

La fermentation est generalement conduite en fermenteurs avec un milieu 
mineral de culture de composition coiuiu defini et adapte en fonction des bact&ies 
utilisees, contenant au moins une source de carbone simple ainsi que du compose 
soufr6 de formule (II). 

En particulier, le milieu mineral de culture pour E. coli pourra ainsi Stre de 
composition identique ou similaire k un milieu M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl 
Acad. Set USA 32:120-128), un milieu M63 (Miller, 1992; A Short Course in 
Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and 
Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 
York) ou un milieu tel que defini par Schaefer et ah (1999, Anal. Biochem. 270 : 88- 
96). 

De maniere analogue, le milieu mineral de culture pour C. glutamicum pourra 
ainsi dtre de composition identique ou similaire au milieu BMCG (Liebl et al., 1989, 
Apph Microbiol Biotechnoh 32: 205-210) a un milieu tel que defini par Riedel et ah 
(2001, J. Moh Microbiol Biotechnoh 3: 573-583). 

Les milieux peuvent §tre supplementes pour compenser les auxotrophies ; ils 
contiennent une concentration en carbone simple adaptee en fonction du mode de 
culture et de production, ainsi que du compose soufre de formule (II) en 
concentration adaptee en fonction de 1'evolution de la souche et du mode de 
production retenu. 

Aprds fermentation, Facide amine de formule (I) est recupere selon les 
methodes usuelles, et le cas echeant, purifie, 

Les techniques de recuperation puis de purification des acides amines de 
formule (1) dans les milieux de culture sont bien counties dc Fhomme du metier. 

La presente invention concerne egalement un rocede de preparation d*un acide 
2-amino-4(alkylmercaplo)butj'rique de formule (I) defini preccdemment, dans lequel 
on fait reagir subslral deriv6 de fonmile generate (111) 

R"-0-(CH 2 ) 2 -CHNH 2 -COOH (III) 

dans laquelle R" repr6sente un radical acyle, de preference choisi panni le 
radical succinyle ou le radical acetyle, 
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avec une enzyme & activite « m6thionine synthase » modifiee telle que d6finie 
prec6demment, dans un milieu r6actionnel approprie comprenant un compose soufre 
de formule generate (II) defini precedemment 

Le milieu r6actionnel approprie est un milieu usuel de reaction enzymatique, 
5 bien connu de Fhomme du metier, en particulier un milieu aqueux dans lequel les 
substrats et F enzyme, sont en solution ou en suspension. Les conditions de mise en 
ceuvre de la reaction sont bien connues de Fhomme du metier, afin notamment 
d'eviter une denaturation substantielle de F enzyme. 

Selon un mode particulier de realisation de Finvention, Fenzyme & activity 
10 « methionine synthase » modifiee est pr6sente dans une bacterie inactiv6e ou dans im 
extrait cellulaire. 

Selon un autre mode particulier de realisation de Finvention, Fenzyme a 
activity « methionine synthase » modifiee est une enzyme purifi6e, 

15 DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : synthese de la methionine k partir de Fhomos6rine, chez les bacteries. 
Figure 2 : Schema de synthase de la methionine selon Finvention applique dans E. 
coli ; une strategie equivalente est transposable chez de nombreux microorganismes 
dont G glutamicum. Les strategies metB* ou metY** necessitent Futilisation d'une 

20 souche initiaiement au moins A(meiE) tandis que les strategies metB** ou metY* 
necessitent Futilisation d'une souche initiaiement au moins A(metC). 
Legende : 

MetA : homoserine succinyltransferase ; pourra etre remplace par une 
isoforme insensible k la retro-inhibition par la methionine ou par une isoforme 
25 homoserine acetyltransferase eventuellement insensible h la retro-inhibition par la 
methionine. 

MetB : cystathionine y-synthase 

MetB* : cystathionine y-synthase evoluee en « methionine synthase » 
MetB** : cystathionine y-synthase evoluee en homocysteine synthase 
30 MetY* : O-acetyl-homoserine (de C. glutamicwri) evolu6e en homocysteine 

synthase 
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MelY** : O-acetyl-homoserine (de G glutamicwri) evoluee en « methionine 
synthase » 

La voie centrale repr6sente la voie naturelle de synthase de la methionine chez 
E. colt. Les autres voies indiqu6es correspondent aux precedes selon Tinvention. 
Figure 3 : representation d'un m£canisme de fermentation continue pour la selection 
dirigee des souches selon l'invention. Nous utilisons par exemple la technologie 
« Fedbacth-Pro » de la societe DASGIP. II s'agit d'un syst&me modulaire controle par 
ordinateur permettant la fermentation en parallele de microorganismes en ayant un 
control de 1 Alimentation en milieu, en pH et p02. 

Figure 4 : Comparaison de spectres de 13 C-RMN, correspondant au carbone 5 de la 
methionine, obtenus par HSQC sur un hydrolysat de la souche sauvage (haut) ou de la 
souche Kla-F optimis6e (bas). On observe que le carbone 5 de la souche Kla-F n'est 
pas marque au carbone 13 ce qui confirme qu'il provient du m&hylmercaptide de 
sodium 

F igure 5 : Alignement de sequences non modifies de cystathionine-y-synthases. 
Alignement realis6 avec ralgorithme MULTALIN 

(http://prodes.toulouseii^ 
Figure 6 : Alignement de sequences non modifiees de acylhomoserine sulfhydrylases. 
Alignement realis6 avec 1'algorithme MULTALIN. 

Figure 7 : Cinetique de croissance de la population E. coli A(metC) lors de son 
ensemencement initial (culture N°l) et lors de son dixieme repiquage (Repicage 10). 

EXEMPLES 
Example 1 : Construction de !a souche A(metE) 

L'inactivation du gene metE est realisee en ins6rant une cassette de resistance 
h Tantibiolique chloramphenicol tout en deletant la majeure partic du gene concerne. 
La technique utilisee est d6crite par Datsenko, KL.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step 
inaclivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PGR products. 
Proc. Nail Acad. Set USA 97 : 6640-6645. 

Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la strategic: 
- DmetER de 1 00 bases (SEQ ID NO 9): 

I acccccgacgcaagttctgcgccgcctgcaccat gttcgccagtgccgcgcgggtttctggccagccgcgcg 
UttcagCATATGAATATCCTCCTTAG 



23 



avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (4012903 a 
4012824) du gene metE (sequence 4010643 k 4012904, sequence de reference sur le 
site http://genolistpasteur.fr/Colibri/) 

une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. ; Wanner, BX. 
(2000) One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using 
PCR products. Proa Natl Acad. Sci. USA 97 : 6640-6645) 
- DmetEF de 100 bases (SEQ ID NO 1 0): 

tgacaatattgaatcacaccctcggtttccctcgcgttggcctgcgtcgcgagctgaaaaaagcgcaagaaagtt 
attggTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 

avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (4010644 k 
4010723) du gfene metE 

une region (caracteres majuscules) pour V amplification de la cassette de/ 
resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3 > 

Les oligonucleotides DmetER et DmetEF sont utilises pour amplifier la^ 
cassette de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit PCR,; 
obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche MG1655 (pKD46) dans 
laquelle T enzyme Red recombinase exprimee permet la recombinaison homologue. 
Les transformants resistants a Tantibiotique sont alors seiectionnes et F insertion de la 
cassette de resistance est verifiee par une analyse PCR avec les oligonucleotides 
metER et metEF. 

MetER (SEQ ID NO 11) : ggtttaagcagtatggtgggaagaagtcgc (homologue a la 
sequence de 4012978 a 4012949) 

MetEF (SEQ ID NO 12) : cccggggatgaataaacttgccgccttccc (homologue a la 
sequence de 401 0567 k 4010596) 

La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite etre eiiminee. Le 
plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de 
la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les souches 
recombinantes par electroporation. Apres une serie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance k Fantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les 
mSmes oligonucleotides que ceux utilises precedemment. 
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Exemple 2 : Modification de la souehe A(meiE) pour la production de 
methionine a partir de mechyl-raercaptan 

Pour optimiser E. coli pour la production de methionine a partir du m6thyl- 
5 mercaptan, on effectue une selection dirig6e en flacons. 

La souehe E. co/iK\2 est pr6alablement rendue anxotrophe pour la methionine 
en inactivant le gene metE, preparee selon les conditions de Fexemple 1 ne peut done 
croitre qu'en fabriquant sa propre methionine, par Tutilisation du methyl-mercaptan. 
La mise en oeuvre de cette technique permet la selection d'une souehe de 
10 Escherichia coli dont la cystathionine-y-synthase (EC 4.2.99.9) a d6velopp6 une 
activite « methionine-synthase » modifiee en presence de methyl-mercaptan. 

La selection dirig6e est conduite en flacon en verre hermetiquement ferme 
contenant 50 mL de milieu min6ral (Schaefer et al., 1999, Anal. Biochem. 270 : 88- 
96) en presence de 33 mM glucose, et du chloramphenicol a une concentration finale 
15 de25mg/l. 

Les milieux de culture sont ensemences avec la souehe E. coli K12 AmetB k 
I>0<3oonm defmie. On ensemence avec une population de bacteries suffisamment 
importante pour que certaines bacteries possedent potentieliement des mutations 
spontanees interessantes dans le gene meiB, permettant d'assimiler le methyl- 

20 mercaptan. Cette population a ete obtenue par culture de la souehe auxotrophe en 
methionine sur milieu minimum supplement^ en methionine. 

Trois flacons re9oivent alors 100 pL d'une solution a 400 mg/L de sodium 
mercaptide, tandis qu'un quatri&me flacon ne re9oit pas de sodium mercaptide. Les 
cultures sont realisees sous agitation, a 37°C, pendant 6 jours, puis la DO^oonm est 

25 mesuree. Les rdsultats sont resumes dans le tableau N°3. 



Tableau 3. Mesure de la densit6 optiqne de milieux de cultures pour E. coli en 
presence (flacons 1 -3) ou absence (flacon temoin) de sodium mercaptide. 





Flacon 1 


Flacon 2 


Flacon 3 


Flacon Temoin 




0.34 


0.34 


0.34 


0.34 


DO w «i, m , a jours 


0.23 


1.14 


0.79 


0.32 
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Ces resultats montrent que Ies flacons 2 et 3 ont permis de multiplier une 
souche capable d'utiliser le methyl-mercaptan pour produire la methionine necessaire 
& sa croissance (augmentation de la densite optique). 

L'activite « methionine synthase » amelior6e observee provient d'une 
5 modification dans le gene de la cystathionine y-synthase de la souche E. coli K12 
Awe/E, contenue dans les flacons 2 et 3. 

La population bacterienne du Flacon 2 peut alors Stre utilis6e pour am61iorer 
davantage Factivite « methionine synthase » en presence de methyl-mercaptan, en 
utilisant un proc6d6 de criblage et amelioration par fermentation en etage, ou en 
1 0 recommen9ant le procede en flacon tel qu'il vient d'Stre decrit 

Exemple 3 : Criblage et amelioration par fermentation en Stage 

Pour optimiser E. coli pour la production de methionine k partir du methyl- 
mercaptan, on effectue une selection. 
15 La mise en ceuvre de cette technique permet la selection d'une souche de 

Escherichia coli dont la cystathionine-y-synthase (EC 4.2.99.9) a d6veloppe une 
activite « methionine-synthase » ameiioree en presence de methyl-mercaptan. 
Alternatiyement, on peut utiliser une souche obtenue selon F exemple 2. 
La selection dirigee est conduite dans un systeme en continu en etage (Figure;. 

20 3). 

Le premier fermenteur produit les bacteries a une vitesse proche du taux de 
croissance maximum. Les bacteries passent en continu de ce fermenteur dans un 
second fermenteur caracterise par un taux de dilution plus faible et un milieu avec le 
crible de selection (ici, le methyl-mercaptan). 

25 La pression de selection, imposee a la bacterie dans le second fermenteur, est 

etablie par la concentration en methyl-mercaptan. Des cycles successifs de selection 
permettent d'appliquer aux bacteries des cribles de plus en plus fort par des 
concentrations croissantes en methyl-mercaptan. 

Pour chaque concentration, la souche selectionnee dans le second fermenteur 

30 est celle qui a evolue pour metaboliser la totalite du methyl-mercaptan (methyl- 
mercaptan residuel nul dans le fermenteur). 
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Dans ce cas, on recommence la selection en utilisant le fermenteur n°2 comme 
fennenteur de croissance et le fermenteur n°l comme fermenteur de crible, presentant 
du methyl-mercaptan de concentration plus forte qu'a Tetape precedente. 

On effcctue differents cycles de selection pour obtenir une souche fermentant 
le methyl-mercaptan avec me vitesse elevde. L' analyse de cette souche permet de 
defmir les mutations dans le gene de la cystathionine-y-synthase* 

Egemglg 4 ; 

La population d*E. coli IC12 AmetE issue du flacon 2 de Vexemple 2 a subi des 
repiquages successifs en flacon. La nouvelle population obtenue ICla-F est mise en 
culture dans un milieu minimum (Schaefer et aL, 1999, Anal Biochem. 270 : 88-96) 
contenant 2,5 gT 1 de glucose entierement marqu6 au carbone 13 et du 
m&hylmercaptide de sodium (200 ppm) non enrichi en carbone 13. Cette population 
est auxotrophe pour la m6thionine en Pabsence de methylmercaptide de sodium. 

Apres la culture, les cellules sont r6cup6rees, lavSes puis hydrolysees par HC1 
6N pendant 24 heures k 107°C. Une analyse par RMN bidimensionnelle est alors 
realisee (HSQC). Cette analyse permet d'<§tudier le carbone 5 de la methionine, qui 
provient, soit de la L-cysteine, produite a partir du glucose present dans la solution 
(voie classique), soit du methylmercaptide de sodium lorsque la nouvelle voie 
metabolique selon ^invention est utilisee. 

L' experience est conduite de maniere similaire avec la souche sauvage 2?. coli 
K12 (produisant la methionine k partir du glucose), en absence de methylmercaptide 
de sodium. 

La figure 4 montre deux spectres ID, issus de deux acquisitions distinctes, 
superposes pour une meilleure lecture. Ces spectres ID sont extraits de spectres RMN 
a deux dimension type HSQC (correlation entre protons et carbone 13). Les spectres 
RMN a deux dimensions ont ele obtenus sur un hydrolysat acide des bacteries. 

L'cchaniillon analyse est un hydrolysat total ; cependant du fait de la 
sensibilile de la RMN et des lemps d'acquisition utilises, on d&ccte essenliellement 
les acides amines, les sucres, les bases et le glycerol. Chaque carbone (couple k un 
prolon) de chaque acide amine donne une resonance magnetique nucl6aire. 
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Le carbone 5 de la methionine (c ! est a dire le groupe methyl terminal) presente 
un displacement chimique d'environ 14,7 ppm. La figure 4 pr6sente la zone de 
deplacement chimique centree autour de 14,7 ppm pour les deux souches. 

On remarque que dans le cas du spectre sup6rieur, le signal du carbone 5 est 
5 fort, indiquant que le carbone 5 est marqu6 au carbone 13. En consequence, ce 
carbone 5 provient du glucose marque introduit comme substrat dans le milieu de 
culture. 

On remarque par contre que le merae signal est tres faible dans le spectre 
inferieiir (souche Kla-F). Cela signifie que le carbone 5 n'est pratiquement pas 
1 0 marqu6. Pourtant les autres carbones de la molecule sont fortement marques (resultats 
non presents). Le carbone 5 non marqu6 ne provient done pas du glucose mais du 
methyl-mercaptan. 

On peut done eonclure que la souche Kla-F produit de la methionine a partir 
de succinyl-L-homoserine et de methylmercaptide de sodium. 

15 . 

Exemple 5 : 

La population Kla-F subit 14 nouveaux cycles de repiquage successifs en; 
flacon. On obtient ainsi la population K144 que Ton etale alors sur milieu minimum . 
g61ose contenant du glucose pour seule source de carbone. Les boites inocul6es sont 

20 plac6es en condition aerobie dans une jarre anaerobie dans laquelle est introduit un 
tube contenant du methylmercaptide de sodium dissout dans de Teau, la jarre est alors 
plac^e dans un incubateur k 37°C. La temperature d'ebullition du methylmercaptide 
de sodium etant de 5°C, Tatmosphere de la jarre anaerobie s'enrichie en 
methylmercaptan. Aprfes 4 jours, les clones apparaissent sur les boites ; ils 

25 correspondent aux bact6ries capables de produire de la methionine en presence de 
m6thylmercaptan. Dix clones sont isoles, dont le clone K176. Le clone K176 est 
multiplie en culture liquide et des stocks glycerols sont r6alis6s portant le numero 
K183. 

Le clone K183 est envoye au s6quen$age en mSme temps que la souche E. 
30 coli K12 A(metE) initiale. Pour chaque clone la sequence des gfenes met] et mefB 
(SEQ ID N°7) est d6termin6e.. La sequence obtenue pour metB permet d' observer la 
presence cPune alanine en position 325 (SEQ ID N°8) en remplacement d'un 
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glutamate (SEQ ID N°6). Le gene metl ne presente aucune mutation. Celte souche a 
ete depose a la CNCM le 2 avril 2003 ? sous le numero 1-3005, 

Bxenrole 6 : 

5 Le clone K183 est cultiv6 en flacon, en milieu minimum avec glucose et 

methylmercaptide de sodium pour seule source de carbone. En parallele, une culture 
est r6alisee dans des conditions identiques avec la souche E. coli K12 sauvage. On 
observe que la consommation de glucose par g de biomasse est deux fois plus 
importante que pour une souche de E. coli sauvage. La surconsommation est 
1 0 probablement due en partie a la production d'acetate. 



Souches 


Rendement Biomasse 


Rendement Acetate 


MBM01 


0.45 


<0.002 


K183 


0.24 


0.36 



Comparaison du rendement de biomasse entre la souche E. coli sauvage et le 
clone 6volu6 Kl 83 : 



Rendement Biomasse exprime en g(biomassc/g(giucose). 
1 5 Rendement Acetate exprirnS en g( aC etate/g(giucosc). 

L' analyse des metabolites intracellulaires et extracellulaire de ces deux 
cultures montre notamment : 

En intracellulaire, une augmentation de Falanine, du pyruvate, du 
ketobutyrate et de 2 ketoisocaproate et une diminution de la concentration en 
20 tryptophane, norvaline, norleucine, leucine et methionine. 

En extracellulaire, une accumulation de glutamate, d'isoleucine, threonine, 
valine et 2-ketoisocaproate et une diminution de pyruvate, norleucine, tryptophane. 

Exemple 7 : Caracterisation de Pactivite specifique « methionine synthase 
25 » des souches MBMOl et BO 83 en presence de mSfhylmercaptan. 

Aim de monlrer Amelioration dc Tactivite methionine synthase dans la 
souche K183 par rapport a la souche sauvage (MBM01), des reactions enzymatiques 
sont realis6es en ulilisant des extrails acellulaires prepares a partir de cultures des 
souches Kl 83 et MBM01 realis6es sur riche (milieu BH1, commercialise par DIFCO. 
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avec 2,5 g/L de glucose) en absence de mSthylmercaptan, Les extraits proteiques sont 
desales sur PD10 et reserves sur glace. 

Conditions r&actionnelles et traitement de PScbantillon 

- Preparer sur la glace une solution de sodium methanethiolate dilute 10 fois (100 
5 \il de solution 3M plus 900 jil d'eau mQ) 

- Preparer sur la glace les melanges rSactionneis constitue de 20}iL de tampon 
phosphate 500 mM pH 6.5, lOfil Pyridoxal phosphate 2,5 mM, 16 fiL O- 
succinylhomos6rine 25 mM, 10 p.L Sodium methanethiolate 0,3 M, 24 \ih eau 
milliQ. 

10 - placer les tubes a 37°C (thermomixer sous la hotte) et ajouter Fextrait proteique 
(20 |il) pour d6marrer la reaction. 

- Pour arreter la reaction (0 k 30 minutes), placer les tubes sur glace et ajouter 400 
|il d'acetone a -20 Q C. 

- placer les tubes a -20°C pendant 30 minutes 

15 - puis ouvrir les tubes sous la hotte pendant 10 minutes pour evaporer le-J; 
methanethiol et r acetone (les maintenir sur glace) 

- centrifoger 5 minutes a 10000 g (petite centri), transvaser le surnageant (-100 \xL) 
dans des tubes eppendorf et diluer pour un volume final de 1 mL. , /; 

Mesure de Pactivit6 methionine synthase en d€tectant la quantity de: 
20 succinate libere du succinylhomoserine : 

- Dix jxl de Techantillon ci-dessus obtenu sont analys6s par chromatographic 
ionique en utilisant un Appareil Dionex DX-500 6quip6 d'une precolonne AG-1 1 
2 mm et d'une colonne AS-1 1 2 mm, d'un suppresseur ASRS Ultra, d'une boucle 
injection 10 Un gradient est alors applique : 0 - 7 min 0,5 mM KOH ; 7 min 

25 injection ; 7 - 9,5 min 0,5 mM KOH ; 9,5 - 13 min 0,5 - 5 mM KOH ; 13 - 25 

min 5 - 38,3 mM KOH. 

Mesure de Pactivite methionine synthase en detectant la quantite de 
methionine synthetisee en presence de methylmercaptan 

L' analyse est realisee par GC-MS ce qui n6cessite de silyler les echantillons 
30 pr6alablement a r injection. Pour cela chaque echantillon re9oit un standard interne 
(serinel3C) qui pennet de valider la qualite de la silylation. Les 6chantillons sont 
ensuite Iyophilises pendant la nuit. 

La d6rivation est realisee en appliquant le protocole suivant : 
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Ajouter 400 \il de la solution d'hydroxylamine (0,250g +/- 0,002 g dissous 
dans 10 ml de Pyridine) a Paide d'une pipette automatique de 1 ml et fermer 
correctement les tubes. Melanger a Taide d'un Vortex pendant 2 fois 10 secondes. 
Concentrer le milieu reactionnel au fond du tube par centrifugation (maxi 1 minute a 
5 5000 g) et laisser r6agir 1 heure 30 k 30°C. Ouvrir les tubes et ajouter 1000 jutl de 
solution de BSTFA a Taide d'une pipette automatique de 1 ml et completer avec 
100^1 de Pyridine (pipette automatique de 200 jxl). Refermer les tubes, vortexer 
pendant 10 secondes et mettre a incuber respectivement pendant 60 minutes a 60°C 
dans le cas des derives TBDMS et 30 minutes a 70°C pour le BSTFA. Si nScessaire 
10 filtrer les 6chantillons sur filtre a usage unique avec membrane PTFE de 0,22 j±m ou 
centrifuger k 5000 g pendant 5 minutes. Transferer dans un flacon de 1,5 ml, sertir et 
injecter enCPG. 

Les analyses ont 6te realis6es avec Pappareil Agilent technologies 
GC6890/MSD5973 equipe d'une colonne apolaire (HP-5MS, Bios Analytique). Le 

15 gaz vecteur est Phelium a debit constant de 1 ml.min-1. L'injection de 1 jul 
d'echantillon a lieu en mode splitless avec un d6bit de purge de 50 ml.min-1 pendant 
0,85 min. Le profil de temperature est le suivant : la temperature initiate de 90°C est 
maintenue pendant 2 minutes puis augmente jusqu'a 320 °C avec une pente de 10 
°C.min-l . Cette temp6rature est maintenue pendant 6 minutes. La detection se fait par 

20 spectrometrie de masse avec ionisation par impact 61ectronique en mode balayage 
dans une gamme variant de m/z - 40 a 550 amu. Le d61ai de passage de solvant est 
regie a 3,10 minutes. 
Resultats 

Dans ces conditions, une activity « methionine synthase » a pu dtre dos6e dans 
25 les echantillons incubes avec le m6thanethiol, via la quantification d'une part, du 
succinate par chromatographie ionique et d'autre part, de la methionine par GC-MS. 
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Souche 


Culture 


Extrait 
proteique 


Concentration 
en proteines . 


Activity specifique 
(mUI/mg proteines) 


Dosage 
Succinate 


Dosage 
Methionine 


MBM01 


FB 137/P2 


Z63 


3,43 


0,30 


0,23 


K183 


FB 140/P2 


Z64 


3,62 


1,40 


1,72 



On observe done que Tactivit6 methionine synthase en presence de 
methylmercaptan est renforc6e dans la souche 6volu6e par rapport a la souche 
5 sauvage conformant que la cystathionine y-synthase mutee (E325A) a une activite 
mdthionine synthase modifi6e. 

Exemple 8 : Construction de la souche A(metC, metJB) puis selection d ? un 
g&ne mefY evolu£. 

10 Construction des souches MG1655 (AmetC: :Cm) et MG1655 (AmetC} 

Pour inactiver le g£ne metC la strategie de recombinaison homologue decrite^ 
par Datsenko & Wanner (2000) est utilisee. Cette strategie permet l'insertion d'une- 
cassette de resistance a Fantibiotique chloramphenicol tout en deietant la majeure 
partie du gene concern^ Pour cela, nous avons utilise deux oligonucleotides : ' 

15 Pourme/C : 

- DmetCRdel00bases(SEQIDNO13): 

ccggcgtccagatcggcaatcagatcgtcgacatcttccagaccaatatgcaggcgaatcaaggtcccgctaa 
aatcgatCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec 

20 une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (3151419 k 

3151359) du gfene metC (sequence 3150251 a 3151438, sequence de reference sur le 
site http://genoiist>pasteiu'.fr/Colibri/> 

une region (caracteres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol (sequence de reference dans la publication Datsenko, 

25 K.A. et Wanner, BX, 2000, PNAS, 97 : 6640-6645) 

- DmetCF de 100 bases (SEQ ID NO 14) : 

cggacaaaaagcttgatactcaactggtgaatgcaggacgcagcaaaaaatacactctcggcgcggtaaatag 
cgtgattTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec 
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une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (3150255 a 

3150334) du gene metC 

une r6gion (caracteres majuscules) pour 1'amplification de la cassette de 

resistance au chloramphenicol. 

Les oligonucleotides DmetCR et DmetCF sont utilises pour amplifier la 
cassette de r6sistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit PCR 
obtenu est ensuite introduit par electroporation dans la souche MG1655 (pICD46) 
dans laquelle l'enzyme Red recombinase exprimee permet la recombinaison 
homologue. Les transformants resistants a l'antibiotique sont alors s61ectionnes et 
Insertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse PCR avec les 
oligonucleotides metCR et metCF. La souche retenue est nommee MG1655 
(Ame*C::Cm). 

MetCR (SEQ ID NO 15) : cgtccgggacgccttgatcccggacgcaac (homologue a la 

sequence de 3 1 5 1 522 a 3 1 5 1 493) 
> MetCF (SEQ ID NO 16) : gcgtttacgcagtaaaaaagtcaccagcacgc (homologue a la 

s6quence de 3150118 a 3150149) 

La cassette de resistance au cbloramph6nicol peut ensuite etre 61iminee. Le 
plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de 
la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les souches 
0 recombinantes par 61ectroporation. Apres une serie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance a l'antibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les 
memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment. La souche retenue est 
nommee MG1 655 (Ame/C). 

Construction de la souche MG1655 (AmeiBr&met3) 
25 Pour deleter les genes metB et meil, nous avons inser6 une cassette de 

resistance a l'antibiotique chloramphenicol tout en d616tant la majeure partie des 
genes concernes. Pour cela, nous avons utilise deux oligonucleotides. 

Pour wefBJ : 
- MeUR de 30 bases (SEQ ID NO 1 8): 
30 ggtacagaaaccagcaggctgaggatcagc 

homologue a la sequence (4125431 a 4125460) en aval du gene metJ 
(sequence 4125975 a 4125581, sequence de reference sur le site 
htip-// penolist.p fl«teiirfr/Colibri/) 
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- DmeOBF de 100 bases (SEQ ID NO 17) : 

tatgcagctgacgacctttcgcccctgcctgcgcaatcacactcatttttaccccttgtttgcagcccggaagccat 
tttcaggcaccagagtaaacatt 

avec 

5 une partie homologue (caracteres majuscule) k la s6quence (4126217 k 

4126197) entire les gdnes met] et metB (sequence 4126252 a 4127412) contenant la 
region promotrice de Toperon metELF. 

une partie homologue (caracteres minuscule) k la sequence (4127460 a 
4127380) correspondant au debut du g£ne metL (sequence 4127415 a 4129847) et k 
10 la fin du gfene metB. 

Ces deux oligonucleotides ont 6te utilises pour amplifier la region concem6e 
sur l'ADN chromosomique de MG1655 (AmetJ ::Cm) (figure 8). 

Le produit PCR obtenu est alors introduit par eiectroporation dans la souche 
MG1655 (pKD46) dans laquelle Penzyme Red recombinase exprimSe permet la k 
15 recombinaison homologue. Les transfonriants r6sistants a l'antibiotique sont alors | 
s61ectionnes et la deletion de gene metB par recombinaison homologue est v6rifiee 
par une analyse PCR avec les oligonucleotides MeUR et MetLR. : ; : 
. MetJR (SEQ ID NO 18) : ggtacagaaaccagcaggctgaggatcagc (homologue a la ? 
s6quence.4125431 & 4125460) 
20 MetLR (SEQ ID NO 19) : aaataa : cacttcacatcagccagactactgccaccaaattt 

(homologue a la sequence de 4127500 a 4127460) 

L'evenement de recombinaison homologue peut avoir lieu a deux endroits 
(figure 9). 

Seul le cas B de la figure 9 (ligne inferieure) correspond k la souche souhaitee 
25 MG1655 (AmetB-AmetJ ::Cm) ou les genes metS et metB ont ete eliminSs et le 
promoteur de Top6ron metBLF replace devant metL. 

La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite gtre eliminee. Le 
plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de 
la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les souches 
30 recombinantes par eiectroporation. Apr&s une s6rie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance a Tantibiotiqub est verifiee par une analyse PCR avec les 
mcmes oligonucleotides que ceux utilises precedemment (MetLR et MeUR). 
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Construction des souches MG1655 MmetC ::Cm, meiM) et MG1655 
A(»ieat'C, jw«?iJB) 

Pour deleter le gene MfC (sequence 3150251 a 3151438, sequence de 
reference sur le site httPj/toojigt P ^nrfr/ColibriA de la souche MG1655 (AmetB- 
5 LmetJ), nous avons utilise la technique de transduction avec le phage PI. Le 
protocole suivi est realise en deux etapes avec la preparation du lysat de phage sur la 
souche MG1655 (Am*C::Cm) puis transduction dans la souche MG1655 (WB- 
LnietT). 

Preparation du lvsat d e phage PI : 
10 - Ensemencement par lOOul d'une culture de nuit de la souche MG1655 
(AmetCr.Cm) de 10 ml de LB + Cm 30ug/ml + glucose 0,2% + CaCl 2 5 mM 

- Incubation 30 min a 37°C sous agitation 

- Ajout de 100 nl de lysat de phage PI preparS sur la souche sauvage MG1655 
(environ 1.10 9 phage/ml) 

15 - Agitation a 37°C pendant 3 heures jusqu'a la lysetotale des cellules 

- Ajout de 200 ul de chloroforme et vortex 

- Centrifugation 10 min a 4500g pour eliminer les debris cellulaires 

- Transfert du sumageant dans un tube sterile et ajout de 200 ul de chloroforme 

- Conservation du lysat a 4°C 
20 Transduction 

- Centrifugation 10 min a 1500g de 5 ml d'une culture de nuit de la souche 
MG1655 (AmefB-AmetJ) en milieu LB 

- Suspension du culot cellulaire dans 2,5 ml de MgS0 4 10 mM, CaCl 2 5 mM 

- - Tubes temoins : 100 ul cellules 

25 1 00 ul phages PI de la souche MG1655 (AmefC::Cm) 

- Tube test: 100 ul de cellules + 100 |il de phages PI de la souche MG1655 
(AtnetCv.Cm) 

- Incubation 30 min a 30°C sans agitation 

- Ajout de 100 jil de citrate de sodium 1 M dans chaquc tube puis vortex 
30 - Ajout de 1 ml de LB 

- Incubation 1 heure a 37°C sous agitation 

- Etalement sur des boites LB + Cm 30 ug/ml apres centrifugation 3 min a 7000 
rpm des tubes. 
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- Incubation a 37°C jusqu'au lendemain 
Verification de la souche 

Les transformants resistants k l'antibiotique sont alors selectionn6s et 
Finsertion de la region contenant (metC::Cm) est verifiee par une analyse PCR avec 
5 les oligonucleotides MetCR et MetCF d'une part et MetFR et MetLR d'autre part afin 
de verifier egalement la soubhe detetee des g6nes meiB et metJ. La souche retenue est 
denomm<§e MG1655 A(metC ::Cm, meiJB). 

MetCR (SEQ ID NO 21) : cgtccgggacgccttgatcccggacgcaac (homologue a la 
sequence de 3151522 a 3151493) 

10 MetCF (SEQ ID NO 22) : gcgtttacgcagtaaaaaagtcaccagcacgc (homologue k la. 

sequence de 3150118 a 3150149) 

Conune precedemment, la cassette de resistance au chloramphenicol peut 
ensuite Stre eliminSe. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au 
niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors 

15 introduit dans les souches recombinantes par electroporation. Apres une serie d% 
culture a 42°C, la perte de la cassette de resistance a Tantibiotique est v6rifiee par une 
analyse PCR avec les mSmes oligonucleotides que ceux utilises pr6c6demmerit 
(MetCR et MetCF d'une part et MeOR et Met LR d'autre part). La souche retenue est 
denommSe MG1655 A(metC, metJB). 

20 Construction du plasmide pTopo-metY 

Parallfelement un plasmide permettant Texpression du gene mefY de C 
glutamicum sera construit. Par exemple, ce gdne peut 6tre amplifie par PCR a partir 
d' ADN chromosomique de C glutamicum puis introduit dans un plasmide. On pourra 
choisir d , amplifier par PCR le gene metY et Sventuellement son promoteur nature!. 

25 Dans un mode de realisation pref6r6, on clonera le gene metY sous le contrdle d'un 
promoteur permettant une expression dans E. coli. Les vecteurs utilises pourront etre 
choisis parmi les vecteurs pUC, pBluescript, pTopo, pCR-Script, . . . Dans un mode de 
realisation particulier, on pourrait utiliser le plasmide pSL191, decrit par Hwang et al 
(2002) J. Bact. 184(5) : 1277-1286, qui comprend le gftne metY sous le contrdle de 

30 son promoteur naturel clon6 dans un vecteur navette C. glutamicum - E. coli pMTl . 

La souche Escherichia coli A(me/C, metJB) pr6cedemment obtenue est 
transformee avec un plasmide portant le gene metY de C. glutamicum. La 
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transformation de la souche pouvant Stre realisee selon Tune des techniques connues 

de I'homme du metier. 

La souche obtenue sera ensuite inoculee dans un Erlen Meyer contenant 10% 
de son volume en milieu minimum avec glucose pour seule source de carbone. La 
5 faible activite succinylhomoserine sulfhydrylase initialement port6e par l'enzyme 
MetY devrait limiter la croissance de la population bacterienne du fait d'une 
limitation en methionine synthetisee. Des repiquages sont realises tons les 4 jours 
pendant 1 moins. L' amelioration de l'activite succinylhomoserine sulfhydrylase 
portee par la proteine MetY devrait se traduire par une synthase accrue en 
10 methionine ; on devrait done observer une am61ioration du taux de croissance de la 
population bactSrienne entre chaque repiquage, ce qui imposera le cas echeant 
d'augmenter la frequence de repiquage afin de maintenir les microorganismes dans 
une phase de division. On evitera en effet de maintenir trop longtemps les cultures 
dans une phase stationnaire. Lorsque le taux de croissance se stabilisera d'un 
15 repiquage a un autre, on considered que la souche a suffisamment evoluee et la 
selection de trois clones sera realisee. Leur sequencage permettra de determiner la 
sequence evoluee metY*. Dans cette premiere etape, revolution du gene metY aura 
permis de modifier r activite 0-acetyl-homos6rine sulfhydrylase en une activitd O- 
succinyl-homoserine sulfhydrylase permettant de produire de l'homocysteine a partir 
20 d'O-succinylhomoserine et d'H2S ; ces deux substrate etant produite par la bacterie. 

Afin d'optimiser le processus d'evolution de metY, une demarche similaire 
peut-etre realisee en utilisant d'autres mutants ^Escherichia coli, on pourra 
notamment utiliser le mutant A(/neiC, metB). 

25 E^emple 9 : Proc€de de culture Fed-Batch pour la production et la 

purification de methionine. 
Preculture : 

La preculture est realis6e pendant une nuit en Hole de 500 ml contenant 50 
ml de milieu minimum type M9 modifi6 ; complete avec 2.5 g/l de glucose. Les 
30 cellules sont recuperet par centrifugation et reprises dans 5 ml de milieu minimum 
type M9 modifie. 

fnltnre cn fcrm entcur. 
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La culture est realisee dans un fermenteur de volume utile de 300ml de type 
Fedbatch-pro DASGIP. 

Le fermenteur est rempli avec 145 ml de milieu minimum type M9 modifi6 et 
inoculer avec les 5 ml de preculture. Soit une DO600nm d'inoculation comprise entre 
5 0.5 et 1.2. 

La temperature de la culture est maintenue entre 30 et 37°c et le pH est ajuste 
en permanence a une valeur comprise entre 6.5 et 8. H. est partiellement regule par 
l'ajout d'une solution CH3SNa. Une solution de soude 2N peut le cas 6ch6ant 
completer la regulation. L'agitation est maintenue a entre 200 et 400 rpm pendant la 

1 0 phase de batch et est augmentee jusqu'a 1000 rpm en fin de fed-batch. La teneur en 
02 dissout est maintenue entre 30% et 40% de saturation en utilisant un controleur de 
gaz. Des que la OD 600nm k une valeur comprise entre 2.5 et 3 nous commencons le 
fed-batch par ajout du milieu de fed a un debit initial compris entre 0.3 et 0.5 ml/h 
avec une augmentation progressive jusqu'a des debits compris entre 2.5 et 3.5 ml/h. "* 

1 5 apres ce stade le debit est maintenu constant pendant un temps compris entre 24h et ? 
32h . Le miUeu de fed est constitue sur la base d'un miheu M9 modifi6 compl6ment6 i. 
par une concentration en glucose comprise entre 300 et 500g/l de glucose. Dans le- V 
meme temps nous compI6mentons le milieu avec une solution de CH3SNa (solution • 
entre 1 et 5M) afin de permettre la croissance de la bacterie tout en regulant le pH. .'" 

20 Des que la concentration cellulaire atteint une concentration comprise entre 20 et 50 
g/1 nous remplacons le miheu de fed par un milieu minimum type M9 limite en 
phosphore. La solution de methyl-mercaptan est remplacee par une injection directe 
de CH3SH sous forme gazeux dans le fermenteur. Le debit du gaz est adapte au debit 
de la solution de fed dans des rapports molaires avec le substrat carbone de 1 a 3. Des 

25 que la concentration cellulaire est comprise entre 50 et 80 g/1 la fermentation est 
arretee. Le mout de fermentation est ajuste a un pH compris entre 7.5 et 9 par une 
solution de NaOH puis chauffe a entre 60 et 80°c . Le mout est ensuite filtre sur des 
modules UF. La temperature du jus est maintenue entre 60 et 80°C, puis le jus est 
concentre avant passage sur charbon pour d6coloration (en colonne ou en bacth). Le 

30 jus decolor6 est de nouveau filtr6 pour retirer les demieres particules avant d'etre 
acidifid par HC1 concentre jusqu'a un pH inferieur a 2.28 (pKl de la methionine). 
Les cristaux methionine.HCl ainsi formes sont recup6r6s par filtration, puis l'HCl est 
elimin6 par evaporation pour purifier la L-M6thionine. 
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FTcemole 10 : Production de methionine avec une souche A(metC) 
La construction de la souche A(m*C) est decrite dans l'exemple 7. Dans un 
mode particulier de 1'invention la souche E. coli A{metC) est mise en culture en 
flacon (voir exemple 2) contenant un milieu minimum avec glucose comme seule 
source de carbone. Le milieu ne contient ni methylmercaptan, ni H2S. Des repiquages 
sont realises et les taux de croissances sont determin6s pour chaque repiquage. On 
observe une tros nette amelioration du taux de croissance de la souche A(me<Q sur 
milieu minimum (Voir Figure n° 7) suggerant que I'activite homocysteine synthase 
port6e par la cystathionine y-synthase s'est fortement amelior6e en presence d'H2S 
endogfcne. 



Cycles de repiquage 



1 



H mesure (h~ ) 



0,05 



0,37 



0,39 



10 



0,44 



12 



0,44 



Bfepot de p tiiteriel hiologiaue 

La a Souche K183 et6 depose le 02 Avril 2003 a la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 
15, France, selon les dispositions du Traite de Budapest, sous le Numero d'ordre I- 
3005. 
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Revindications 

L Souche de microorganisme produisant de Facide 2-amino-4- 
(alkylmercapto)butyrique de formule g6nerale (I) 

R-S-(CH 2 ) 2 -CHNH 2 -COOH (I) 
5 dans laquelle R represente un radical alkyle lin6aire ou ramifie comprenant de 

1 & 18 atomes de carbones, eventubllement substitu6 par un ou des groupe(s) hydroxy, 
ou un radical aryle ou heteroaryle comprenant un ou plusieurs atomes d'azote ou de 
soufre dans le cycle h6t6roaromatique, selectionn6 parmi les groupes phSnyle, 
pyridyle, pyrolyle, pyrazolyle, triazolyle, tetrazolyle, thiazolyle, ou thienyle, 
10 par metabolisme d'une source de caibone simple et d'une source de soufre 

comprenant un compose de formule g6n6rale (H) : 

R'-SH (II) 

dans laquelle R' repr&ente un atome d'hydrogdne ou R, R 6tant d6fini 
pr6c6demment, et ses sels physiologiquement acceptables, 
15 ladite souche comprenant au ftioins une un g£ne codant pour une enzyme k , 

activity « methionine synthase » modiftee. ' 

2. Souche selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que P enzyme k 
activity « methionine synthase » modifiee effectue la conversion directe d'un.substrat 
deriv6 de formule generate (HI) 

20 R"-0-(CH 2 )r-CHNH 2 -COOH (III) 

dans laquelle R" repr6sente un radical acyle, de preference choisi parmi le 
radical succihyle ou le radical acetyle, 

en acide amine de formule gen6rale (I). 

3. Souche selon la revendication 2, caracteris6e en ce que la source de 
25 soufre est un compose de formule g6n6rale (II) pour laquelle R' repr&ente le radical 

R. 

4. Souche selon la revendication 1, caracterisee en ce que Fenzyme a 
activite « m6thionine synthase » modifi6e effectue la conversion d'un substrat deriv6 
de formule general e (HI) 

30 R"-0-(CH 2 ) 2 -CHNH 2 -COOH (III) 

dans laquelle R" repr6sente un radical acyle, de preference choisi parmi le 
radical succinyle ou le radical acetyle, 

en homocysteine de formule g6n6rale (IV) 
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HS-(CH 2 )2-CHNH 2 -COOH (TV) 
laquelle est ensuite transformee en acide amine de formule generate 0) par 

une enzyme appropriee. 

5 Souche selon la revendication 4, caracterisee en ce que la source de 
soufre est un compose de formule generate (TJ) pour laquelle R' represente un atome 
d'hydrogene. 

6. Souche selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que R 
represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle lineaire ou ramifie comprenant 

de 1 a 4 atomes de carbone. 

7. Souche selon l'une des revendications 1 a 6, caracteris6e en ce l'acide 
2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique de formule generate (I) obtenu est la L- 
methionine. 

8. Souche selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que Ie 
microorganisme est choisi parmi les bacteries. 

9. Souche selon la revendication 8, caracterisee en ce que la bacterie est 

choisie parmi E. coli et les corynebacteries. 

10. Souche selon l'une des revendications 1 a 9, caracterisee en ce 
l'enzyme a activite «m6thionine synthase » modiftee est choisie parmi les 
cystathionine- Y -synthase S et les acylhomoserine sulfhydrylases a activite 

« methionine synthase » modifiee. 

11. Souche selon la revendication 10, caracterisee en ce que la 
modification de l'enzyme consiste en une mutation de maniere a ce que la 
transformation du substrat de formule generale (1U) se fasse de maniere preference 
avec le compose de formule gen6rale (II) plutot qu'avec la L-cysteine. 

12. Souche selon l'une des revendications 10 et 1 1, caracteris6e en ce que 
la cystathionine-Y-synthases a activite methionine synthase » non modifiee est 
selectionnees panni les cys.aihionine-Y-synthases con-espondant au PFAM reference 
PF01053 et au COG reference CPG0626. 

13. Souche selon la revendication 12, caracterisee en cc que la 
) cystathionine-Y-synthase a activit6 methionine synthase » non modifiee est la 

eystamionine-Y-synthase de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO : 6, et les 
sdquences homologues de cette sequence. 
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14. Souche selon Tune des revendications 12 ou 13, caracteris6e en ce que 
la cystathionine-y-synthase k activite « methionine synthase » non modifiee, 
comprend la sequence d'acide amines suivante dans sa partie C-terminale (zone 
conserve 1) 

X1-X2-X3-L-G-X4-X5-X6^X7-X8-X9 
Dans laquelle 

XI represente A,G,S, de preference A 
X2 represente E,V,P,T, de preference E 
X3 represente S,T,N, de preference S 

X4 represente G,D,AJH,T, de preference G 
X5 represente V,A,T,H,N, de preference V 
X6 represente E,R,K,F, de preference E 
X7 represente S,T, de preference S 
X8 represente L,I,V,A, de preference L et 
X9 represente I,VA-,T, de preference I. 

correspondant aux residus 324 a 334 de. la sequence de cystathioninery- 
synthase de E, coli Kl 2, representee sur la SEQ ID NO 6. 

15. Souche selon l'une des revendications 12 a 14, caract6risee en'ce que 
la cystathionine-y-synthase a activite « methionine, synthase » non modifiee, 
comprend la sequence d'acide amines suivante dans sa partie N-terminale (zone 
conservee 2) : 

X10-X11-Y-X12-R-X13-X14-X15-X16-X17-X18 

Dans laquelle 

XI 0 represente HY>F,L,K, de preference A 

XI I represente EJD.KJR.VJ, de preference Y 
X12 represente S,A,T,P,G, de preference S 
X13 represente I,S,T,R,E,F,W,D, de preference S 
X14 repr6sente S,G, AI,E,N,K,P, de preference G 
XI 5 represente N,H,Q,S, de preference N 

XI 6 represente P,D,L, de preference P 

XI 7 represente T,M,N,G,S, de preference T et 

XI 8 represente R,L,V,S,W,E, de preference R. 



41 



14. Souche selon Tune des revendi cations 12 ou 13, caracterisee en ce que 
la cystathionine-y-synthase a activite « methionine synthase » non modifiee, 
comprend la sequence d'acide amines suivantc dans sa partie C-terminale (zone 

conscrvce 1 ) 

XI -X2-X3-L-G-X4-X5-X6-X7-X8-X9 

Dans laquelle 

XI represente A,G,S, de preference A 
X2 represente E,V,P,T, de preference E 
X3 represente S,T,N, de preference S 
X4 represente G,D,A,H,T, de preference G 
X5 represente V,A,T,H,N, de preference V 
X6 represente E,R,K,F, de preference E 
X7 repr6sente S,T, de preference S 
X8 represente L,I.V,A, de preference L et 
X9 represente I,V,A,T, de preference I. 

correspondant aux residus 324 a 334 de la sequence de cystathionine-y- 
synthase de E. coli K.12, representee sur la SEQ ID NO 6. 

15. Souche selon 1'une des revendications 12 a 14, caracterisee en ce que 
la cystathionine-y-synthase a activite « m6thionine synthase)) non modifiee, 
comprend la sequence d'acide amines suivante dans sa partie N-terminale (zone 
conservee 2) : 

X10-X11-Y-X12-R-X13-X14-X15-X16-X17-X18 

Dans laquelle 

X 10 represente A, H,YJFX,K, de preference A 

XI 1 represente Y, E,D,K,R,V,I. de preference Y 

X 1 2 represente S,A.T.P.G. de preference S 

X 1 3 represente ^SXRE^W^D. de preference S 

XH represente S,G,A,I,E,RKJ\ de preference G 

X I :• represente N,II,Q,S, de preference N 

X 1 b represente P,D,L, de preference P 

XI 7 represente T,M,N,G,S. de preference T et 

XI 8 represente R,L,V,S,W,E. de preference R. 
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correspondant aux r6sidus 44 k 54 de la sequence de cystathionines-synthase 
de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO 6. 

16. Souche selon Tune des revendications 12 a 14, caract6ris6e en ce que 
la cystathionine-y-synthase modifi6e comprend au moins line mutation dans sa partie 

5 C-terminale, et/ou au moins une mutation dans sa partie N-terminale. 

17. Souche selon la revendication 16, caract6risee en ce que la mutation 
consiste k remplacer un acide amine acide, lequel interagit avec le co-substrat 
cyst6ine pour Fenzyme non modifiee, par un acide amin6 apolaire, s61ectionn6 parmi 
les residus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, phenylalanine ou m6thionine. 

10 18. Souche selon la revendication 17, caracteris6e en ce que la mutation 

dans la partie C-terminale de la cystathionine-y-synthase est introduite parmi les 
acides amin&s acides de la « zone conservee 1 » telle que definie dans la 
revendicationl 4, en particular au niveau du residu X2. 

19. Souche selon la revendication 18, caract6ris6e en ce que la * 
1 5 cystathionine-y-synthase a activit6 « methionine synthase » modifiee comprend la^ 

sequence d'acides amines suivante dans sa partie C-terminale : -> 

X1-X2-X3-L-G-X4-X5-X6-X7-X8-X9 i 
dans laquelle ' 
XI, X3, X4, X5, X6, X7, X8 et X9 sont definis ci-dessus, et 
20 X2 represente G,A,L,I,V,F,M, de preference A. 

correspondant aux residus 324 a 334 de la sdquence de cystathionine-y- 
synthase de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO 8. 

20. Souche selon la revendication 19, caract&isee en ce que la 
cystathionine-y-synthase k activite .« methionine synthase » modifiee comprend la 

25 sequence d' acides amines suivante dans sa partie C-terminale : 

A-A-S-L-G-G-V-E-S 
correspondant aux r6sidus 324 a 332 de la sequence de cystathionine-y- 
synthase de E. coli K12, repr6sentee sur la SEQ ID NO 6. 

21. Souche selon la revendication 20, caracteris6e en ce que la 
30 cystathionine-y-synthase k activite « methionine synthase » modifiee comprend la 

sequence decides amines represent6e sur la SEQ ID NO 8. 
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correspondant aux residus 44 a 54 de la sequence de cystathionine-y-synthase 
dc E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO 6. 

16. Souche selon 1'une des revendications 12 a 15, caracterisee en ce que 
la cystathionine-y-synthase modifiee comprend au moins une mutation dans sa partie 

5 C-terminale, et/ou au moins une mutation dans sa partie N-terminale. 

17. Souche selon la revendication 16, caracterisee en ce que la mutation 
consiste a remplacer un acide amine acide, lequel interagit avec le co-substrat 
cysteine pour l'enzyme non modifiee, par un acide amine apolaire, selecuonne parmi 
les residus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, phenylalanine ou methionine. 

10 18. Souche selon la revendication 17, caracterisee en ce que la mutation 

dans la partie C-terminale de la cystathionine-y-synthase est introduite parmi les 
acides amines acides de la «zone conservee 1» telle que definie dans la 
revendicationl4, en particulier au niveau du residu X2. 

19. Souche selon la revendication 18, caractcris6e en ce que la 

15 cystathionine-y-synthase a activit6 « methionine synthase » modifiee comprend la 

sequence d'acides amines suivante dans sa partie C-terminale : 

X1-X2-X3-L-G-X4-X5-X6-X7-X8-X9 

dans laquelle 

XI, X3, X4, X5, X6, X7, X8 et X9 sont definis ci-dessus, et 
20 X2 represente G,A,L,I,V,F,M, de preference A. 

correspondant aux residus 324 a 334 de la sequence de cystathionine-y- 
synthase de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO 8. 

20. Souche selon la revendication 19, caracterisee en ce que la 
cystathionine-y-synthase a activite « methionine synthase » modifiee comprend la 

25 sequence d'acides amines suivante dans sa partie C-terminale : 

A-A-S-L-G-G-V-E-S 
correspondant aux residus 324 a 332 de la sequence de cystathionine-y- 
synlhase de E. coli K 1 2. representee sur la SEQ ID NO 6. 

21. Souche selon la revendication 20. caracterisee en ce que la 
30 cystathionine-y-synthase a activite « methionine synthase » modifiee comprend la 

sequence d'acides amines representee sur la SEQ ID NO 8. 
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22. Souche selon Tune des revendications 17 a 20, caracterisee en ce que 
la mutation dans la partie N-terminale de la cystathionine-y-synthase est introduite 
panni les acides amines acides de la « zone conservee 2 » telle que d6finie ci-dessus, 
en particulier au niveau du r6sidu XI 1 et/ou R48 et/ou X13. 

23. Souche selon la revindication 22, caracteris6 en ce que la 

cystathionine-y-synthase a activite « methionine synthase » modifiee comprend la 

sequence d'acide amines suivante dans sa partie N-terminale : 

X10-X11-Y-X12-X19-X13-X14-X15-X16-X17-X18 
danslaquelle 

X7, X9, X12, X14, X15, X16, XI 7. etX18 sont definis ci-dessus, 
XI 1 est defini dans la revendication 15 ou represente un acide amine apolaire, 
XI 3 est defini dans la revendication 15 ou represente un acide amine apolaire, 
XI 9 est R ou represente un acide amine apolaire, et 

l'un au moins deXll, X13 etX19 represente un acide amine apolaire, •; 
les acides amines apolaires etant parmi choisis independamment parmi les : 
tesidus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, phenylalanine ou methionine. ^ 

24. Souche B. coli K183 a activite « methionine synthase » modifiee/ 
depos6e a la CNCM le 2 avril 2003 sous le numerd 1-3005 . • 1 

25. Cystatmonine-y-synthase a activite « methionine synthase » modifiee 
telle que d6finie dans Tune des revendications 1 0 a 23 . 

26. Sequence d'acides nucleiques codant pour une cystathionine-y- 
synthase a activite « methionine synthase » modifiee selon la revendication 25. 

27. Vecteur de clonage et/ou d'expression comprenant une sequence 
d'acide nucleique selon la revendication 26, sous le contr61e d' elements de regulation 
n6cessaires a l'expression et la transcription de la cystathionine-y-synthase a activit6 
<< methionine synthase » modifiee dans un organisme hdte. 

28. Proc6de de criblage d'une souche bacterienne initiate posseclant un 
gene codant pour une enzyme cystathionine-y-synthase ou acylhomoserine 
sulfhydrylase, en vue d'obtenir une souche bacterienne g6netiquement modifi6e 
produisant un acide amin6 de formule (I) defini selon l'une des revendications 1 a 7, 
et presentant une modification dans le gene de ladite enzyme, induisant une 
modification de I'activite « methionine synthase » en presence d'un compose soufre 
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22. Souche selon l'une des revendicalions 17 a 20, caracterisee en ce que 
la mutation dans la partie N-terminale de la cystathionine-y-synthase est introduite 
parmi les acides amines acides de la « zone conservee 2 » telle que definie ci-dessus, 
en particulier au niveau du residu XI 1 et/ou R et/ou XI 3. 

23. Souche selon la revendication 22, caracterise en ce que la 
cystathionine-y-synthase a activite « methionine synthase » modifiee comprend la 
sequence d'acide amines suivante dans sa partie N-terminale : 

XI 0-X1 1 -Y-Xl 2-X19-X1 3-X14-X1 5-X16-X1 7-X 1 8 
dans laquelle 

X7, X9, X12, X14, X15, X16, X17 et X18 sont definis ci-dessus, 
XI 1 est defini dans la revendication 15 ou represente un acide amine apolaire, 
XI 3 est defini dans la revendication 15 ou represente un acide amine apolaire, 
XI 9 est R ou represente un acide amin6 apolaire, et 
l'un au moins de XI 1, XI 3 et X19 represente un acide amine apolaire, 
les acides amines apolaires etant parmi choisis independamment parmi les 
residus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, phenylalanine ou methionine. 

24. Souche E. coli K183 a activite « methionine synthase)) modifiee, 
deposee a la CNCM le 2 avril 2003 sous le numero 1-3005. 

25. Cystathionine-y-synthase a activite « methionine synthase » modifide 
telle que definie dans l'une des revendications 10 a 23. 

26. Sequence d'acides nuclciques codant pour une cystathionine-y- 
synthase a activite « methionine synthase » modifiee selon la revendication 25. 

27. Vccteur de clonage et/ou d'expression comprenant une s6quence 
d'acide nuclcique selon la revendication 26, sous le controle d'clements dc regulation 
necessaires a ^expression et la transcription dc la cystathionine-y-synthase a activite 
« methionine synthase » modifiee dans un organisme hote. 

28. Procede de criblage d'une souche bacterienne initiale possedant un 
gene codant pour une enzyme cystathionine-y-synthase ou acylhoinoserine 
sullhydrylase, en vuc d'obtenir une souche bacterienne genetiquement modifiee 
produisant un acide amine de formule (I) defini selon l'une des revendications 1, 6 ou 
7. et prcsentant une modification dans le gene de ladite enzyme, induisant une 
modification dc Paclivite « methionine synthase » en presence d'un compose soufre 
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22. Souche selon Tune des revendications 15 k 20, caracterisee en ce que 
la mutation dans la partie N-terminale de la cystathionine-y-synthase est introduite 
parmi les acides amines acides de la « zone conservee 2 » telle que definie ci-dessus, 
en particulier au niveau du residu XI 1 et/ou R et/ou XI 3. 
5 23. Souche selon la revendication 22, caracterise en ce que la 

cystatWonine-y-synthase a activity « methionine synthase » modifiee comprend la 
sequence d'acide amines suivante dans sa partie N-terminale : 

XI 0-X1 1-Y-X12-X19-X1 3-X14-X15-X16-X17-X18 
dans laqueile 

1 0 X7, X9, X12, X14, XI 5, X16, X17 et X18 sont definis ci-dessus, 

XI 1 est defini dans la revendication 15 ou represente un acide amine apolaire, 
XI 3 est defini dans la revendication 15 ou represente un acide amine apolaire, 
XI 9 est R oii represente un acide amine apolaire, et 
Tun au moins de XI 1 , XI 3 et XI 9 represente un acide amine apolaire, 

15 les acides amines apolaires etant parmi choisis independamment parmi lis, 

residus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, phenylalanine ou methionine. 

24. Souche E. coli K183 k activite « methionine synthase » modified, 
deposee a la CNCM le 2 avril 2003 sous le numero 1-3005. ' V , 

25. Cystathionine-y-synthase k activite « methionine synthase » modifiee 
20 telle que definie dans Tune des revendications 10 k 23. 

26. Sequence d'acides nucleiques codant pour tine cystathionine-y- 
synthase a activite « methionine synthase » modifiee selon la revendication 25. 

27. Vecteur de clonage et/ou d'expression comprenant une sequence 
d'acide nucieique selon la revendication 26, sous le controle d'eiements de regulation 

25 necessaires a P expression et la transcription de la cystathionine-y-synthase k activite 
« methionine synthase » modifiee dans un organisme hote. 

28. Procede de criblage d'une souche bacterienne initiale possedant un 
gene codant pour une enzyme cystatliiomne-y-synthase ou acylhomoserine 
sulfhydryiase, en vue d'obtenir une souche bacterienne genetiquement modifiee 

30 produisant un acide amine de formule (I) defini selon Tune des revendications 1 , 6 ou 
7, et presentant une modification dans le gene de ladite enzyme, induisant une 
modification de raclivite « methionine synthase » en presence d'un compose soufre 
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de formule (II) defmi selon I'm* des revendications 1 a 7, presenlant 1'etape 
consistant a soumettre ladite souche bacterienne a une pression de selection en 
presence du compose de formule (II), afin de diriger une evolution du gene codanl 
pour ladite enzyme cystathionine- Y -synthase ou acylhomoserine sulfhydrylase, dans 
ladite souche bacterienne, ladite evolution consistant en une mutation pour leur 
permettre de realiser de maniere pr6ferentielle la conversion directe du substrat de 
formule g6nerale (HI) defini selon Tune des revendications 1 a 7, en acide amin6 de 
formule g 6n6rale (I) ou en homocysteine de formule generale (IV) defini selon Tune 

des revendications 1 a 7. 

29. Precede de preparation d'un acide 2-amino-4(allcylmercapto)butyrique 
de formule (I) d6fini selon l'une des revendications 1 a 7, dans lequel on cultive un 
microorganisme a activite « methionine synthase » modifiee defini selon l'une des 
revendications 1 a 24 ou obtenu par le precede de selection selon la revendication 28, 
en presence d'un compose soufre de formule generale (II) d6fini selon l'une des 
revendications 1 a 7, dans un milieu appropri6 comprenant une source de carbone 
simple. 

30. Precede selon la revendication 29, caracterise en ce que l'acide amine 
de formule (I) est la methionine, plus preferentiellement L-metiiionine. 

31. Precede selon la revendication 30, caracteris6 en ce que le compose 
soufre de formule (II) est le methyl-mercaptan ou l'H2S. 

32. Proced6 de preparation d'un acide 2-amino-4(alkylmercapto)butyrique 
de formule (D defini selon l'une des revendications 1 a 7, dans lequel on fait reagir 

substrat derive de formule generale (JJ£) 

R"-O-(CH 2 )2-CHNH 2 -CO0H (III) 

dans laquelle R" represente un radical acyle, de preference choisi parmi le 
radical succinyle ou lc radical acetyle, 

avec une enzyme a activite « methionine synthase » modifiee telle que definie 
dans l'une des revendications 1 a 23, dans un milieu reactionnel approprid 
comprenant un compose soufre de formule generale (II) defini dans Tunc des 

revendications 1 a 7. 

33. Precede selon la revendication 32, caract6risc en ce que 1' enzyme a 
activite « methionine synthase » modifiee est presente dans une bacterie inactivee ou 
dans un extrait cellulaire. 
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de formule (II) d6fini selon Tune des revendications 1, 3, 5, 6 ou 7, pr^sentant Tetape 
consistant k soumettre ladite souche bacterienne a une pression de selection en 
presence du compost de formule (H),.afin de diriger une evolution du gene codant 
pour ladite enzyme, cystathiorune-y-synthase ou acylhomos6rine sulfhydrylase, dans 
ladite souche bacterienne, ladite Evolution consistant en une mutation pour leur 
permettre de r6aliser de maniere pr^fSrentielle la conversion directe du substrat de 
formule g&terale (III) d£fini selon la revendications 2, en acide amine de formule 
g<Siterale (I) ou en homocysteine de formule generate (IV) defini selon la 
revendications 4. 

29. Proc^de de preparation d'un acide 2-amino-4(alkylmercapto)butyrique 
de formule (I) d£fmi selon Pune des revendications 1 k 7, dans lequel on cultive un 
microorganisme a activite « methionine synthase » modiftee defini selon Tune des 
revendications 1 a 24 ou obtenu par le proced^ de selection selon la revendication 28, 
en presence d'un compose . soufre de formule g&ierale (II) defini selon Tune des 
revendications 1 k .7, dans un milieu approprid comprenant une source de carbonfe 
simple. ; 

30. Precede selon la revendication 29, caracteris£ en ce que r acide aming 
de formule (1) est la methionine, plus pr^ferentiellement L-methionine. ' I 

31. Proc£d£ selon la revendication 30, caracterise en ce que le compost 
soufr£ dc formule (II) est le ntethyl-mercaptan ou TH2S. . 

32. Proc6d6 de preparation d'un acide 2-amino-4(alkylmercapto)butyrique 
de formule (I) defini selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel on fait nSagir 
substrat derive de formule generate (III) 

R"-0-(CH 2 ) 2 -CHNH 2 -COOH (III) 
dans laquelle R" repr£sente un radical acyle, de preference choisi parmi le 

radical succinyle bu le radical acetyle, 

avec une enzyme k activite « methionine synthase » modiftee telle que definie 

dans Tune des revendications 1 k 23, dans un milieu reactionnel approprie 

comprenant un compose soufre de formule g^ndrale (II) defini dans Tune des 

revendications 1 k 7. 

33. Precede selon la revendication 32, caracterise en ce que Tenzyme a 
activite « methionine synthase » modiftee est pr^sente dans une bacterie inactivee ou 
dans un cxtrait cellulaire. 
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34. Procede selon la revendication 32, caracterise en ce que 1' enzyme a 
activite « methionine synthase » modifiee est une enzyme purifi6e. 

35. Proc6de selon l'une des revendi cations 32 a 34, caracterise en ce que 
Fenzyme est une cystathionine-y-synthase a activite methionine synthase » 
modifiee telle que definie dans l'une des revendications 10 a 23. 
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LJSTE DE SEQUENCE 



<110> Metabolic Explorer 

<!20> Microorganism A activity methionine synthase modifiee et precede 
de preparation de la methionine 



<130> D21189 

<150> FR 03/01 924 
<151> 2003-02-18 



<160> 19 

<170> Patentln version 3.2 



<210> 1 
<211> 42 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Promoteur pTAC-O 

<400> 1 ' _ 

gagctgttga caattaatca teggctegta taatgtgtgg 



<210> 2 
<211> 44 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Promoteur pLAC-0 
<400> 2 

ccaggcttta cactttatge. ttccggctcg tataatgtgt ggaa 



<210> 3 
<211> 43 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Promoteur pTRC-O 

<400> 3 ^ A r> 

gagctgttga caattaatca tccggctcgt ataatgtgtg gaa 



<210> 4 
<211> 44 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Promoteur pTHLA 



<400> 4 



2 



aatatattga taaaaataat aatagtgggt ataattaagt tgtt 



44 



<210> 5 
<211> 1161 
<212> ADN 

<213> Escherichia coli 



<220> 

<223> Sequence non mutee 



<400> 5 

atgacgcgta 

ggttgcgttg 

ccgcgcgcgc 

ctggcagaac 

cacctggtaa 

tacggcggta 

tttgttgatc 

gtactggtag 

catctggcaa 

ttacaaaatc 

aacggtcact 

gaactggcct 

ctgctacgtg 

gcgattgtga 

ccggaaaatc 

agttttgaac 

tttacgctgg 

acacatgcag 

cgtatctcca 

cgggctgcaa 



aacaggccac 

tcccaccgat 

atgattactc 

tggaaggtgg 

cgaccgtctt 

gctatcgcct 

aaggcgatga 

aaagcccaag 

gggaagtcgg 

cgctggcatt 

cagacgtagt 

ggtgggcaaa 

ggttgcgaac 

aatacctgca 

aggggcatga 

tggatggcga 

cggaatcatt 

gcatggcacc 

ccggtattga 

acaaggggta 



catcgcagtg 
ccatctttcc 
gcgtcgcggc 
tgctggtgca 
tttgaaacct 
gttcgacagt 
acaggcatta 
taatccattg 
ggcggtgagc 
aggtgccgat 
ggccggcgtg 
caatattggc 
gctggtgccg 
aacccagccg 
aattgccgcg 
tgagcagacg 
agggggagtg 
agaagcgcgt 
agatggcgaa 



cgtagcgggt 
agcacctata 
aacccaacgc 
gtacttacta 
ggcgatctgc 
ctggcgaaac 
cgggcagcgc 
ttacgcgtcg 
gtggtggata 
ctggtgttgc 
gtgattgcta 
gtgacgggcg 
cgtatggagc 
ttggtgaaaa 
cgccagcaaa 
ctgcgtcgtt 
gaaagtttaa 
gctgccgccg 
gatttaattg 



taaatgacga 
actttaccgg 
gcgatgtggt 
ataccggcat 
tggttgcgcc 
gcggttgcta 
tggcagaaaa 
tggatattgc 
acaccttctt 
attcatgcac 
aagacccgga 
gcgcgtttga 
tggcgcagcg 
aactgtatca 
aaggctttgg 
tcctgggcgg 
tctctcacgc 
ggatctccga 
ccgacctgga 



cgaacagtat 
atttaatgaa 
tcagcgtgcg 
gtccgcgatt 
gcacgactgc 
tcgcgtgttg 
acccaaactg 
gaaaatctgc 
aagcccggca 
gaaatatctg 
cgttgtcact 
cagctatctg 
caacgcgcag 
cccgtcgttg 
cgcaatgttg 
gctgtcgttg 
cgcaaccatg 
gacgctgctg 
aaatggcttc 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1161 



<210> 6 
<211> 386 
<212> PRT 

<213> Escherichia coli 
<220> 

<223> Sequence non mutee 
<400> 6 

Met Thr Arg Lys Gin Ala Thr lie Ala Val Arg Ser Gly Leu Asn Asp 
15 10 15 

Asp Glu Gin Tyr Gly Cys Val Val Pro Pro lie His Leu Ser Ser Thr 
20 25 30 

Tyr Asn Phe Thr Gly Phe Asn Glu Pro Arg Ala His Asp Tyr Ser Arg 
35 40 45 

Arg Gly Asn Pi*.. Tin Arg Asp Val Val Gin Alq Ala Leu Ala Glu Leu 
50 55 60 

Glu Gly Glv Ala Gly Ala Val Leu Thr Asn Thr Gly Met Ser Ala lie 
65 70 75 80 



His Leu Val Thr Thr Val Phe Leu Lys Pro Gly Asp Leu Leu Val Ala 
85 90 95 



3 



Pro 



His Asp Cys Tyr Gly Gly Ser Tyr Arg Leu Phe Asp Ser Leu Ala 



100 105 



Lys Arg Gly Cys Tyr Arg Val Leu Phe Val Asp Gin Gly Asp Glu Gin 
U5 120 125 

Ala Leu Arg Ala Ala Leu Ala Glu Lys Pro Lys Leu Val Leu Val Glu 
130 135 140 

Ser Pro Ser Asn Pro Leu Leu Arg Val Val Asp He Ala Lys He Cys 
145 150 155 160 

His Leu Ala Arg Glu Val Gly Ala Val Ser Val Val Asp Asn Thr Phe 
165 170 .175 

Leu Ser Pro Ala Leu Gin Asn Pro Leu Ala Leu Gly Ala Asp Leu Val 
180 185 190 

Leu His Ser Cys Thr Lys Tyr Leu Asn Gly His Ser Asp Val Val Ala 

195 200 205 

Gly Val Val He Ala Lys Asp Pro Asp Val Val Thr Glu Leu Ala Trp 
210 215 220 

Trp Ala Asn Asn He Gly Val Thr Gly Gly Ala Phe Asp Ser Tyr Leu 
225 230 235 240 

Leu Leu Arg Gly Leu Arg Thr Leu Val Pro Arg Met Glu Leu Ala Gin 
245 250 255 

Arg Asn Ala Gin Ala He Val Lys Tyr Leu Gin Thr Gin Pro .Leu Val 
260 265 270 

Lys Lys Leu Tyr His Pro Ser Leu Pro Glu Asn Gin Gly His Glu He 
275 280 285 

Ala Ala Arg Gin Gin Lys Gly Phe Gly Ala Met Leu Ser Phe Glu Leu 
290 " ^ 295 300 

Asp Gly Asp Glu Gin Thr Leu Arg Arg- Phe Leu Gly Gly Leu Ser Leu 
305 • 310 315 320 

Phe Thr Leu Ala Glu Ser Leu Gly Gly Val Glu Ser Leu He Ser His 
325 330 335 

AJa Ala Thr Met Thr His Ala Gly Met Ala Pro Glu Ala Arg Ala Ala 
340 345 350 

Ala Gly He Ser Glu Thr Leu Leu Arg He Ser Thr Gly He Glu Asp 
355 360 365 

Gly Glu Asp Leu He Ala Asp Leu Glu Asn Gly Phe. Arg Ala Ala Asn 
370 375 380 

Lys Gly 
385 

<210> 7 
<211> H61 



4 



<212> ADN 

<213> Escherichia coli 

<223> Sequence rnut£e - souche K183 




60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1161 



cgggctgcaa acaaggggta a 



<210> 8 
<211> 386 
<212> PRT 

<213> Escherichia coli 
<220> 

<223> Sequence mut£e - souche K183 
<400> 8 

Met Thr Arg Lys Gin Ala Thr He Ala Val Arg Ser Gly Leu Asn Asp 
15 10 15 

Asp Glu Gin Tyr Gly Cys Val Val Pro Pro He His Leu Ser Ser Thr 
20 25 30 

Tyr Asn Phe Thr Gly Phe Asn Glu Pro Arg Ala His Asp Tyr Ser Arg 
35 40 45 

Arq Gly Asn Pro Thr Arg Asp Val Val Gin Arg Ala Leu Ala Glu Leu 
50 55 60 

Glu Gly Gly Ala Gly Ala Val Leu Thr Asn Thr Gly Met Ser Ala He 
h5 " ' 70 75 80 

His Leu Val Thr Thr Val Phe Leu Lys Pro Gly Asp Leu Leu Val Ala 
85 90 95 

Pro His Asp Cys Tyr Gly Gly Ser Tyr Arg Leu Phe Asp Ser Leu Ala 
100 105 HO 

Lys Arg Gly Cys Tyr Arg Val Leu Phe Val Asp Gin Gly Asp Glu Gin 



5 



115 • 120 125 

Ala Leu Arg Ala Ala Leu Ala Glu Lys Pro Lys Leu Val Leu Val Glu 

130 I 35 140 

Ser Pro Ser Asn Pro Leu Leu Arg Val Val Asp He Ala Lys He Cys 
145 150 I 55 160 

-His Leu Ala Arg Glu Val Gly Ala Val Ser. .Val. -Val. Asp Asn Thr Phe 
165 I 70 

Leu Ser Pro Ala Leu Gin Asn Pro Leu Ala Leu Gly Ala Asp Leu Val 

180 185 •:. I 90 

Leu His Ser Cys Thr Lys Tyr Leu Asn Gly His Ser Asp Val Val Ala 
195 200 205 

Glv Val Val He Ala Lys Asp Pro Asp Val Val Thr Glu Leu Ala Trp 
210 215 .220 

Trp Ala Asn Asn He Gly Val Thr Gly Gly Ala Phe Asp Ser Tyr Leu 
225 230 235 240 

. Leu Leu Arg Gly Leu Arg Thr Leu Val Pro Arg Met Glu Leu Ala Gin 
245 250 255 

Arg Asn Ala Gin Ala He Val Lys Tyr Leu Gin Thr Gin Pro Leu Val 
260 265 270 

Lys Lys Leu Tyr His Pro Ser Leu Pro Glu Asn Gin Gly His Glu He 
275 280 285 

Ala Ala Arg Gin Gin Lys Gly Phe Gly Ala Met Leu Ser Phe Glu Leu 
290 295 300 

Asp Gly Asp Glu Gin Thr Leu Arg Arg Phe Leu Gly Gly Leu Ser Leu 
305 310 315 ' 320 

Phe Thr Leu Ala Ala Ser Leu Gly Gly Val Glu Ser Leu He Ser His 
325 330 335 

Ala Ala Thr Met Thr His Ala Gly Met Ala Pro Glu Ala Arg Ala Ala 
340 345 350 

Ala Gly He Ser Glu Thr Leu Leu Arg He Ser Thr Gly He Glu Asp 
355 360 365 

Gly Glu Asp Leu He Ala Asp Leu Glu Asn Gly Phe Arg Ala Ala Asn 
370 375 380 

Lys Gly 
385 



<210> 9 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 



<223> Oligonucleotide DmetER 



tacccccgac gcaagttctg cgccgcctgc accatgttcg ccagtgccgc gcgggtttct 
ggccagccgc gcgttttcag catatgaata tcctccttag 



<210> 10 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide DmetEF 
<400> 10 

tgacaatatt gaatcacacc ctcggtttcc ctcgcgttgg cctgcgtcgc gagctgaaaa 
aagcgcaaga aagttattgg tgtaggctgg agctgcttcg 



<210> 11 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide MetER 
<400> 11 

ggtttaagca gtatggtggg aagaagtcgc 



<210> 12 
<211> 30 
<212> ADM 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide MetEF 
<400> 12 

cccggggatg aataaacttg ccgccttccc 



<210> 13 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide DmetCR 
<400> 13 

ccggcgl.cc* gatcggcaut cug&Lcgtcg acatcttcca gaccaaldto cagcjcgaat 
aaggtcccgc taaaatcgat catatgaata tcctccttag 



<210> 14 
<211> 100 
<212> ADM 

<213> Sequence artificielle 



7 



<220> 

<223> Oligonucleotide DmetCF 



cggacaaLa gcttgatact caactggtga atgcaggacg cagcaaaaaa tacactctcg 60 
gcgcggtaaa tagcgtgatt tgtaggctgg agctgcttcg 

<210> 15 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide MetCR 

<400> 15 30 
cgtccgggac gccttgatcc cggacgcaac 

<210> 16 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide MetCF 

<400> 16 '32 
gcgtttacgc agtaaaaaag tcaccagcac gc 

<210> 17 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide DmetJBF 

tatgcagctg acgacctttc gcccctgcct gcgcaatcac actcattttt accccttgtt 60 
tgcagcccgg aagccatttt caggcaccag agtaaacatt 

<210> 18 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide MetJR 

<400> 18 3Q 
ggtacagaaa ccagcaggct gaggatcagc 



<210> 19 
<211> 41 
<212> ADN 



•c213> Sequence artif icielle 

<220> 

<.223> Oligonucleotide MetLF 
<400> 19 

aaataacact tcacatcagc cagactactg ccaccaaatt 
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